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Université de Sherbrooke 
Mémoire présenté à la Faculté de Médecine en vue de l'obtention du grade 
de Maître ès Sciences (M.Sc.) en Biologie Cellulaire 
RÉSUMÉ 
L'angiotensine II (Ang II) est un octapeptide qui est le médiateur principal des actions 
physiologiques du système rénine-angiotensine. Ses effets sur le cerveau, les reins, les 
glandes surrénales, le muscle cardiaque et les vaisseaux sanguins incluant les cellules 
endothéliales vasculaires ont été bien étudiés. Cependant, son effet sur l'endothélium 
endocardique est encore obscur. Chez l'humain, l' Ang II relaie ses effets via 2 types de 
récepteurs, soient les récepteurs AT1 et AT2. Dans la première partie de ce projet de 
recherche, nous avons étudié 1' expression et la distribution de 1' Ang II et de ses 
récepteurs AT 1 et AT2 au niveau des cellules endothéliales endocardiques isolées des 
ventricules droit (CEEDs) et gauche (CEEGs) du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. 
Nos résultats ont démontré que les récepteurs AT 1 et AT 2 sont présents au niveau de la 
membrane plasmique, du cytosol et plus particulièrement au niveau du noyau incluant les 
membranes de l'enveloppe nucléaire des CEEDs et des CEEGs. Nous avons observé que 
la densité des récepteurs AT 1 et AT2 est plus élevée au niveau des CEEGs par rapport aux 
CEEDs et ce au niveau nucléaire pour le récepteur AT 1 et au niveau cytosolique et 
nucléaire pour le récepteur AT 2. Nous avons également démontré la présence du 
récepteur AT2 au niveau des CEEDs et des CEEGs isolées à partir des cœurs de rats 
adultes, suggérant que la présence de ce type de récepteur au niveau des CEEs isolées des 
cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines n'est pas due à leur stade de développement. 
En ce qui concerne 1' Ang sa distribution et sa densité relative sont similaires pour les 
XVIII 
CEEDs et les CEEGs; 1' Ang II ayant une distribution homogène dans celles-ci. Dans la 
deuxième partie de cette étude, nous avons étudié l'effet de 1' Ang II sur le niveau basal 
soutenu du calcium cytosolique ([Ca]c) et du calcium nucléaire ([Ca]n) au niveau des 
CEEDs et des CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. Nos 
résultats montrent que l' Ang II induit une augmentation soutenue dose-dépendante de la 
concentration du [Ca]c et [Ca]n à la fois dans les CEEDs et les CEEGs. Cependant, les 
CEEGs sont plus sensibles à 1' Ang II que les CEEDs; les EC50 étant de l'ordre de 10-13 M 
et 10-12 M respectivement. De plus, nos résultats ont démontré que l'augmentation du 
[Ca]c et du [Ca]n par l'Ang II est relayé principalement via i'activation du récepteur AT 1 
au niveau des CEEDs et des CEEGs. Finalement, nous avons démontré que le 
prétraitement de nos cellules avec de 1' Ang II à différents temps pourrait induire soit une 
synthèse de novo ou une dégradation des récepteurs AT 1 et AT 2. Plus précisément, au 
niveau des CEEDs, l 'Ang II extracellulaire pourrait induire une synthèse de nova des 
récepteurs AT 1 et AT2 au niveau du cytosol et du noyau. Il est à noter qu'après 60 min de 
traitement à l' Ang U, l'augmentation des récepteurs AT 1 et AT 2 pourrait être associée à 
un phénomène de dégradation de ces deux types de récepteurs. Au niveau des CEEGs, 
l' Ang II extracellulaire semble induire une mobilisation du récepteur AT 1 qui est associée 
à un phénomène de dégradation au niveau du cytosol et du noyau. Après 60 min de 
traitement, cette diminution des récepteurs AT 1 pourrait être associée à un phénomène de 
synthèse de nova et/ou recyclage et en particulier au niveau du cytosol. Pour le récepteur 
AT 2, 1 'Ang II extracellulaire semble induire une synthèse de nova du récepteur qui 
semble être associée à un phénomène de dégradation et ce surtout au niveau nucléaire. 
Ces résultats démontrent que non seulement l' Ang II augmente le Ca2+ intracellulaire des 
CEEs modulant ainsi le couplage excitation-sécrétion de ces cellules, mais aussi montrent 
qu'il y a une différence entre les CEEDs et les CEEGs non seulement au niveau de la 
distribution des récepteurs AT 1 et AT 2 mais aussi au niveau de la. sensibilité à 1' Ang II 
ainsi qu'au niveau du profil, du taux de mobilisation, de dégradation et probablement de 
synthèse de nova de ses récepteurs. 
I. INTRODUCTION 
2 
1.1. Le cœur. 
Le cœur est un organe musculaire strié qui pèse 300 g chez un homme adulte et 
250 g chez une femme adulte (TURl'\JER, 1994). Il est formé de 4 cavités, 2 oreillettes et 
2 ventricules, et joue le rôle de pompe servant à propulser le sang dans tout le corps. Le 
cœur, lui-même, n'est pas irrigué par le sang qui circule à l'intérieur de ses cavités. Cette 
fonction est accomplie par les artères coronaires qui sont connectées à l'aorte. Durant une 
vie moyenne, le cœur bat plus de 2.5 milliards de fois et pompe plus de 7,000 litres de 
sang par jour (SEVERS, 2000). 
Du point de vue structural, la paroi du cœur est composée de 3 couches 
principales (GAVACHAN, 1998): 
1- Le péricarde: c'est la couche externe du coeur. Elle est constituée de cellules 
épithéliales qui forment une membrane qui recouvre le coeur. 
2- Le myocarde : c'est la couche musculaire médiane du coeur. Elle est formée de 
cardiomyocytes contractiles qui sont responsables de pomper le sang. 
3- L'endocarde: c'est la couche interne du cœur. Elle est formée d'une monocouche 
de cellules endothéliales, nommée endothélium endocardique (EE), qui est en 
contact direct avec le sang circulant et en continuité avec la couche intima des 
artères. 
Les cardiomyocytes constituent la majorité du tissu cardiaque représentant ~ 75 % du 
volume total de ce dernier. Cependant, de la totalité des cellules cardiaques, les 
cardiomyocytes comptent moins de 40 %, la majorité des cellules étant des fibroblastes, 
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des macrophages, des cellules sanguines, des cellules du muscle lisse vasculaire et des 
cellules endothéliales (BRUTSAERT, 2003). 
1.LL L'endocarde. 
Comme mentionné auparavant, l'endocarde est la couche la plus interne du cœur 
et son épaisseur varie selon sa localisation. Un endocarde normal est plus épais au niveau 
des oreillettes qu'au niveau des ventricules, cette différence étant attribuée aux variations 
de la pression et des forces de cisaillement que subit ce tissu (FISHER et al., 1958; 
BRUTSAERT et al., 1992). 
L'endocarde est divisé en 2 couches: l'endocarde proprement dit et la matrice 
sous-endothéliale endocardique ou extracellulaire (figure 1) située entre l'endocarde et le 
myocarde (RHODIN, 1974). Cette dernière est constituée d'une lame basale et d'une 
lame réticulée contenant des fibres de collagènes ainsi que d'une couche fibroélastique 
contenant des fibroblastes, des vaisseaux sanguins et un plexus de fibres et de fascicules 
nerveux dense composé de nerfs autonomes (sympathique et parasympathique) et 
sensoriels (figure 1) (DE HERT, 1993). Marron et al. (1994) ont démontré que les nerfs 
immunoréactifs pour le neuropeptide Y (NPY) sont les plus abondants. De plus, ces nerfs 
sont relativement plus marqués du côté droit par rapport au côté gauche du cœur et ce, 
dans les ventricules par rapport aux oreillettes. Il y a aussi une soüs-population de nerfs 
relativement clairsemée à l'intérieur du plexus nerveux endocardique qui contient le 
polypeptide vasoactif intestinal (VIP) et la somatostatine (MARRON, et al., 1994). Ceci 
suggère que les peptides et les neurotransmetteurs relâchés par les fibres nerveuses du 
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Figure 1 L'endocarde, l'endothélium endocardique et matrice 
extraceHulai:re. 
L'endothélium endocardique (EE) est la couche la plus interne du cœur et est constitué 
d'une mono-couche de cellules endothéliales. Entre ces cellules et les cardiomyocytes 
sous-jacents (couleur rose), il y a une matrice sous-endothéliale endocardique ou 
extracellulaire qui est constituée d'une lame basale et d'une lame réticulée contenant des 
fibres de collagènes ainsi que d'une couche fibroblastique contenant des fibroblastes, des 
vaisseaux sanguins et un plexus nerveux. 
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plexus nerveux peuvent influencer la contractilité du myocarde modulé par l'EE 
(MARRON et al., 1994). 
1.2. L'endothélium endocardiqu.e. 
L'endothélium endocardique est une fine monocouche de cellules endothéliales 
qui recouvre les cavités du cœur, les trabécules et les muscles papillaires cardiaques 
(RHODIN, 1974). Celui-ci a longtemps été considéré comme étant seulement une 
barrière entre le sang circulant et le myocarde, sans avoir de fonction particulière. Au fil 
des années, une fonction mécanique passive lui a été attribuée, celle de prévenir la 
compression de la vasculature au niveau de la matrice extracellulaire (BECKER, 1964 ). 
Ce n'est qu'en 1986, et suite aux travaux de Brutsaert et de ses collaborateurs, que 
l'EE a été démontré comme étant une structure qui joue un rôle actif et important dans la 
régulation de la performance cardiaque (BRUTSAERT, 1986). Dès lors, plusieurs 
investigateurs se sont intéressés à l'étude de l'EE et à son rôle dans la fonction cardiaque. 
1.2.1. Structure fo:nctim:melle. 
La surface cavitaire complexe de la paroi cardiaque est complètement recouverte 
par l'endothélium endocardique. Chez les vertébrés, les cellules endothéliales 
endocardiques (CEE) forment une couche continuelle de cellules polygonales, très 
rapprochées et serrées (Y Ai.\1AUCHI, 1980). Au niveau des ventricules, cette 
monocouche a une épaisseur de 0.5 µm (RHODIN, 1974). En plus de la vaste superficie 
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occupée par l'EE, la surface des CEEs présente un grand nombre de microvillosités et 
d'invaginations membranaires (EDANAGA, 1975; HARASAKI et al., 1975; PEINE et 
LOW, 1975; SARPHIE et ALLEN, 1978). Cette architecture assure à l'EE une large 
surface de contact avec le sang circulant facilitant ainsi l'échange entre les CEEs et le 
sang et conférant à l'EE le rôle de capteur. De cette façon, l'EE peut non seulement sentir 
et transmettre au myocarde sous-jacent tout changement dans l'homéostasie sanguine, 
mais aussi participer à l'ajustement de ces changements. 
Les CEEs possèdent un réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi bien 
développés (MANDUTEAJ'.lu et al., 1988; ANDRIES et BRUTSAERT, 1991; 
ANDRIES, 1994; JACQUES et al., 2003). De plus, ces cellules contiennent un grand 
nombre de mitochondries qui entourent un large noyau (JACQUES et al., 2003). Toutes 
ces observations suggèrent que les CEEs sont métaboliquement très actives et possèdent 
l'arsenal nécessaire pour exécuter la fonction de sécrétion. 
Les CEEs, comme les cellules endothéliales vasculaires (CEV), synthétisent le 
facteur Von Willebrand (vWF). Ce facteur joue un rôle important dans la coagulation 
sanguine, dans l'agrégation plaquettaire et dans l'adhérence des plaquettes à la matrice 
extracellulaire (SPORN et al., 1989; PAGE et al., 1992). Le vWF est emmagasiné dans de 
petites granules, caractéristiques des cellules endothéliales, les corps de Weibel-Palade 
(KLEIN et BÔCK, 1983; A.NDRIES, 1994) qui ont été observés dans les CEEs de chat et 
de rat à l'aide de la microscopie électronique à transmission et de la microscopie 
confocale (Ai'îDRIES et BRUTSAERT, 1990). 
Le cytosquelette des CEEs joue un rôle dans le transport intracellulaire, la 
régulation de la forme cellulaire et l'adhésion cellulaire (BRUTSAERT et A.NDRIES, 
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1992). Les filaments d'actine forment une bande périphérique qui est associée à la 
ceinture d'adhérence et participe à la régulation de la perméabilité entre les CEEs 
(ROTROSEN et GALLIN, 1986; WYSOLMERSKI et LAGlJNOFF, 1988; 
SCHNITTLER et al., 1990). Également, les CEEs possèdent un grand nombre de fibres 
de stress ou filaments d'actines. Celles-ci jouent in rôle important dans le maintien de 
l'intégrité de l'endothélium en augmentant l'adhésion des cellules à la matrice 
extracellulaire (GOTLIEB et al., 1991) et en renforçant la surface des cellules 
endothéliales (WHITE et al., 1983). 
Les CEEs sont caractérisées par un chevauchement intercellulaire extensif et par 
la présence de fentes longues et profondes (MELAX et LEESON, 1967). Chez le rat, ces 
fentes possèdent des jonctions serrées (P APPE~THEIMER et al., 1951; WARD et al., 
1988). De plus, l'espace intercellulaire ou les fentes sont recouvertes d'un glycocalyx 
chargé négativement. Toutes ces caractéristiques font de l'EE une barrière perméable et 
hautement sélective pour la diffusion des molécules et permet la régulation du transport 
entre les cellules (CLAUDE et GOODENOUGH, 1973). Les jonctions de type gap sont 
présentes en grandes quantités au niveau des fentes entre les CEEs avoisinantes 
(ANVERSA et al., 1975; BRUTSAERT et al., 1996). Ceci suggère d'une part un 
couplage électrochimique entre les CEEs (BRUTSAERT et al., 1998) et d'autre part 
confirme que l'EE joue un rôle de capteur (BRUTSAERT et al., 1996). En effet, ce type 
de communication permet l'intégration et l'amplification de la réponse suite à la 
stimulation même d'une seule CEE. 
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1.2.2. Rôle de l'endothélium endoc:udique. 
En 1988, Brutsaert et ses collaborateurs ont démontré les premières preuves 
expérimentales que les cellules endothéliales endocardiques influencent la fonction 
cardiaque. Ils ont étudié la réponse contractile des muscles papillaires de chat en présence 
et en absence de l'EE. La figure 2 montre une contraction isométrique en fonction du 
temps en présence et en absence de l'EE. La dénudation des CEEs du muscle papillaire 
provoque une diminution dans la tension maximale et une abréviation de la durée de 
contraction due à une relaxation précoce, et ceci d'une façon immédiate et irréversible. 
Cependant, aucun changement ne se produit dans la phase initiale de la contraction, plus 
spécifiquement dans la vitesse maximale de développement de la tension (BRUTSAERT 
et al., 1988). 
En 1992, Brutsaert et Andries ont postulé 2 mécanismes pour expliquer l'effet dè 
l'EE sur la modulation de la performance cardiaque: 1- l'EE peut relâcher, suite à des 
stimulis humoraux et physiques, des facteurs cardiogéniques qui modulent la contraction 
du muscle cardiaque et 2- l'EE peut jouer le rôle d'une barrière physico-chimique entre le 
sang circulant et le myocarde, contrôlant ainsi la composition ionique du milieu 
interstitiel des cardiomyocytes (BRUTSAERT et Al\i'DRIES, 1992). 
1.2.2.1. ReHkhement de facteurs cardiogéniqanes. 
Suite aux observations faites par Furchgott et Zawadski montrant que 
l'endothélium vasculaire contrôle la contraction du muscle lisse vasculaire 
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Figure 2 Effet de l'endothélium endoca:rdique sur la contraction isométrique 
du muscle cardiaque. 
Cette figure montre la force d'une contraction isométrique en fonction du temps, en 
présence (+EE) et en absence (-EE) de l'EE au niveau d'un muscle papillaire de chat. La 
dénudation des CEEs induit un changement dans la contraction isométrique, qui se traduit 
par une relaxation précoce et une diminution de la force contractile, sans aucun 
changement significatif dans la première phase de la contraction. mN signifie 
millinewton tandis que ms signifie millisecondes . 




(FlJRCHGOTT et ZA W ADSKl, 1980), un parallèle a été fait en ce qui a trait au rôle de 
l'EE vis-à-vis la contraction cardiaque. Comme mentionné plus haut, Brutsaert et ses 
collaborateurs étaient les premiers à aborder ce sujet en 1988. Suite à leur étude, plusieurs 
groupes de chercheurs se sont intéressés à ce sujet. Actuellement, l'EE est connu pour 
être un orga11e paracrine capable de relâcher ou d'activer une variété de médiateurs 
chimiques qui influencent directement le métabolisme, la croissance, la contraction et la 
rythmicité cardiaque (BRUTSAERT, 2003). Dans un cœur normal adulte, les CEEs 
produisent du monoxyde d'azote (NO) par l'action de la NO synthase constitutive 
(ecNOS) (SHAH et al., 1991; DISCIGIL et al., 1995), de l'endothéline-1 (ET-1) (WANG 
et al., 1991; EVANS et al., 1994; PRENDERGAST et al., 1997), des adényl-purines 
(SHAH et al., 1996), du neuropeptide Y (JACQUES et al., 2003) et des prostaglandines 
(PG) (MEBAZAA et al., 1993), possèdent une activité kininase permettant la 
détermination des niveaux locaux de l' Ang II et de la bradykinine et convertissent 
l'angiotensine I (Ang I) en A.ng II par l'action de l'enzyme de conversion de l'Ang II 
(ACE) qui est localisée sur la membrane plasmique de ces cellules (figure 3) (LANG et 
al., 1996; SHAH et al., 1996). 
1.2.2.1.1. Le monoxyde d'azote. 
Le NO est produit à partir de la L-arginine suite à l'action des enzymes NO 
synthases (NOS) (ABU-SOlJD et STTJEILTt, 1993; PALMER et al., 1988). Le NO est 
impliqué dans le maintien du tonus et de la structure vasculaire (JOANNIDES et al., 
1997) et dans l'inhibition de l'agrégation des plaquettes et de leur adhésion à la paroi 
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Figure 3 Les facteurs libérés par l'endothéfü.um endocardique. 
L'EE produit des facteurs qui peuvent moduler la fonction contractile du muscle 
cardiaque sous-jacent. 
Ang = angiotensine; ACE = enzyme de conversion de l'angiotensine; ET-1 = 
endothéline-1; L-Arg = L-arginine; NO = monoxyde d'azote; eNOS = NO synthase 
endothéliale ; PGE2 = prostaglandine E2; PGh = prostaglandine h ; ECE= enzyme de 
conversion de l' endothéline ; preproET= preproendothéline ; pro ET= proendothéline. 
Modifié de PAULUS, 1994. 
NO PGI2 PGE2 







vasculaire (KUBES et al., 1991). Il joue également un rôle important comme 
neurotransmetteur (BREDT et al., 1990) ainsi que dans la défense de l'organisme contre 
les microorganismes (HIBBS et al., 1987). Au niveau intracellulaire, le NO active ia 
guanylate cyclase soluble (GCs) {MONCADA et al., 1991). Cet enzyme catalyse la 
conversion de la guanosine triphosphate en guanosine 3 ',5' monophosphate cyclique 
(GMPc) engendrant ainsi une élévation dans les taux de GMPc intracellulaire 
(MONCADA et al., 1991). 
Plusieurs études ont démontré que l'élévation du GMPc dans les cardiomyocytes 
de rat (SHAH et al., 1994), l'administration du NO exogène ou de la substance P (stimule 
le relâchement du NO endogène) dans le muscle papillaire isolé de furet (SHAH et al., 
1991) ou dans le cœur isolé de cochon d'Inde (GROCOTT-MASON et al., 1994) 
induisent une relaxation précoce de la contraction isométrique des cardiomyocytes avec 
une diminution de la force de contraction. Un effet similaire a été rapporté au niveau du 
cœur humain in vivo (PAULUS et al., 1994). D'une façon opposée, d'autres études ont 
montré que le GMPc peut augmenter le calcium intracellulaire (DOLLINGER et 
W AHLER, 1994 ). Ces données contradictoires ont été réconciliées suite aux travaux de 
Laite-Moreira et ses collaborateurs et de Mohan et ses collaborateurs. Ces 2 groupes ont 
démontré que la réponse inotrope au NO est biphasique et dose-dépendante. Le NO, à de 
faibles concentrations correspondant à sa synthèse endogène, exerce une légère action 
inotrope positive contribuant au maintien de la contraction cardiaque basale dans les 
conditions physiologiques. Cependant, à des concentrations plus élevées comme dans le 
cas de l'activation de la NOS inductible et le cas de l'administration de doses 
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pharmacologiques de donneurs de NO, le NO cause une diminution de la contraction 
maximale (pour revue voir BRUTSAERT, 2003). 
1.2.2.1.2. L'endothéUne-1. 
L' endothéline-1 est un peptide composé de 21 acides aminés qui est synthétisé et 
libéré par les cellules endothéliales (Y ANAGISA W A et al., 1988). L'ET-1 est le 
vasoconstricteur (YANAGISA W A et al., 1988) et l'agent inotrope positif (LI et al., 
1991; MEBAZAA et al., 1993a; McCLELLAN et al., 1994) le plus puissant identifié 
jusqu'à présent. Son action inotrope ressemble à l'effet inotrope positif induit par l'EE 
(MEBAZAA et al., 1993a; PRENDERGAST et al., 1997) et elle a été expliquée en partie 
par une augmentation similaire de l'affinité des protéines contractiles au calcium 
(WANG et al., 1991) suite à l'activation de l'échangeur Na+/H+ au niveau de la 
sarcolemme (K.Rfu\1ER et al., 1991). Au niveau du système cardiovasculaire, des 
récepteurs à l 'ET-1 ont été identifiés dans les cellules du muscle lisse vasculaire, les 
cardiomyocytes et les cellules endothéliales (MOODY et al., 1990; MOLENAAR et al., 
1993). En plus de son effet vasoconstricteur, l'ET-1 exerce des effets chronotropes et 
inotropes positifs au niveau du myocarde et peut induire la prolifération du muscle lisse 
vasculaire et l'hypertrophie cardiaque (Y Ai"'JAGISAWA et al., 1988; SHUBEITA et al., 
1990; K.RAMER et al., 1992). De plus, les CEEs en culture à l'état non-stimulé 
expriment l' A.Ri.~m de l'ET-1 et relâchent dans le milieu de culture une quantité d'ET-1 
suffisante pour causer un effet inotrope positif sur les cardiomyocytes isolés (MEBAZAA 
et al., 1993a) via le récepteur ETA (MOLENAAR et al., 1993). Alternativement, l'ET-1 
peut agir de façon autocrine en se liant directement au récepteur ET 8 sur la surface 
endothéliale et ainsi stimulant le relâchement du NO et de la prostacycline (DE NuCCI et 
al., 1988; LUSCHER et al., 1993). 
Très récemment, nous avons démontré dans notre laboratoire que 1'ET-l 
augmente d'une façon dose-dépendante la concentration du calcium cytosolique ([Ca]c) 
et du calcium nucléaire ([Ca2+]n) dans les CEEs du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines 
isolées à partir du ventricule droit (CEEDs) et gauche (CEEGs), avec un EC50 plus faible 
au niveau des CEEGs (10- 11 M) par rapport au CEEDs (l 0- 10 M) (JACQUES et al., 2000). 
Cet effet semble être dû principalement à l'activation des récepteurs ETA. Cependant, les 
récepteurs ET8 semblent être impliqués en partie dans l'augmentation du [Ca
2+]i dans les 
CEEDs. Ces résultats suggèrent l'existence d'une différence entre les CEEs isolées du 
ventricule droit par rapport à celles isolées du ventricule gauche (JACQUES et al., 2000). 
D'autres groupes ont également démontré la présence des récepteurs ETA et ET8 , au 
niveau des CEEs humaines et de différentes espèces animales comme le porc et le rat 
(DA VENPORT et al., 1989). 
Il a été rapporté que l'effet inotrope positif de l'ET-1 implique une augmentation 
du Ca2+ cytosolique (VIGNE et al., 1992; MEBAZAA et al., 1993) ainsi que de la 
sensibilité des myofilaments au Ca2+ (KELLY et al., 1990; WANG et al., 1991) 
probablement suite à une augmentation de l'hydrolyse des phosphoinositides 
(TAKA.~ASHI et ENDOH, 1991; HILAL-DAl~AN et al., 1992) contribuant à 
l'augmentation du [Ca2+]c. Plusieurs mécanismes ont été rapportés incluant une 
augmentation de l'influx calcique au niveau de la sarcolemme des cellules cardiaques à 
travers les canaux calciques de type T et L (LAUER et al., 1992; FîJRUKA W A et al., 
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1992; CURTIS et al., 1993; BKAILY et al., 1995; 1997), et un relâchement du Ca2+ des 
réserves intracellulaires (VIGNE et al., 1992; W Al"JG et al., 1991). De plus, notre groupe 
a démontré que I'ET-1 augmente l'influx calcique à travers les canaux calciques voltage 
dépendant de type R dans plusieurs types cellulaires incluant les cellules cardiaques 
ventriculaires, les cellules du muscle lisse vasculaire et les cellules endothéliales 
vasculaires et endocardiques (BK.AIL Y et al., 1995; 1997; JACQUES et al., 2000). 
1.2.2.1.3. Les prostaglandines. 
Les prostaglandines (PG) sont synthétisées à partir de l'acide 
arachidonique (AA) suite à l'action de la phopholipase A2 (PLA2) et la cyclooxygénase 
(COX) faisant partie de la cascade de l'AA. (NUTGEREN, 1966; LANDS et 
SAMUELSSON, 1968). La COX-1 ext exprimée dans toutes les cellules endothéliales au 
niveau du cœur et confère des effets protecteurs (WODITSCH et SCHROR, 1992). Il a 
été reporté que la prostaglandine h (PGiz) et la prostaglandine E2 (PGE2) sont produites 
en grandes quantités par les CEEs en culture isolées à partir des ventricules droit et 
gauche du bovin, la production de la PGb étant 10 fois plus que celle de la PGE2 
(MEBAZAA et al., 1993). La pression transmurale augmente significativement le 
relâchement de la PGI2 des cellules endothéliales endocardique de porc en culture, avec 
des valeurs 3 fois plus élevées au niveau du ventricule gauche par rapport au ventricule 
droit (NOSAK.A.. et al., 1997). Les effets inotropes des PGs sur la fonction cardiaque ne 
sont pas certains car les résultats rapportés dans la littérature sont contradictoires. La 
PGI2 augmente la contractilité (effet inotrope positif) dans les oreillettes isolées du 
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cochon d'Inde (F ASSINA et al., 1983), n'a aucun effet dans les muscles papillaires isolés 
de chat (COULTEN'YE et al., 1985) alors qu'elle diminue la contractilité (effet inotrope 
négatif) des cardiomyocytes isolés de rat (DAS et al., 1983). Présentement, des preuves 
biochimiques montrent que des récepteurs à la PGI2 et la PGE2 sont présents au niveau 
des cardiomyocytes et qu'ils sont couplés à la voie du phosphoinositol-adenylate cyclase, 
suggérant que le mécanisme intracellulaire impliqué dans les effets cardiaques des PGs 
est relayé via l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Des recherches plus 
approfondies sont donc nécessaires afin de mieux comprendre l'effet des prostaglandines 
sur la modulation des fonctions cardiaques (pour revue voir SHAH et al., 1996). 
1.2.2.2. L'endothélium endocardique est une barrière physico-chimique. 
Grâce à sa position umque entre le sang et les cardiomyocytes, et à sa 
perméabilité sélective due aux caractéristiques morphologiques décrites précédemment, 
l'EE peut réguler finement la composition ionique du liquide interstitiel entourant les 
cardiomyocytes (MOHAN et al., 1995). 
Des études électrophysiologiques récentes ont démontré la présence, sur la 
membrane de surface des CEEs, d'un grand nombre de canaux ioniques comme par 
exemple les canaux K+ entrant retardés, les canaux K+ activés par le Ca2+, les canaux cr 
activés par le volume, les canaux cationiques activés par l'étirement, les canaux calcique 
de type R et la pompe Na+/ K+-ATPase (LASKEY et al., 1990; HOYER et al., 1994; 
FRANSEN et al., 1995; 1997; MANA.BE et al., 1995; JACQUES et al., 2000). Le 
transport des ions à travers les canaux ioniques et/ou via les pompes peut contribuer au 
20 
transport direct des ions du sang vers le liquide interstitiel des cardiomyocytes et vice 
versa (BRUTSA.ERT et al., 1998). 
Un trait unique de la barrière hémato-encéphalique est sa haute résistance 
électrique trans-endothéliale (1500-20000 cm2) qui est beaucoup plus élevée que les 
autres barrières endothéliales (6-20ücm2) (BA~'NON et al., 1995). En 1998, 
BRUTSAERT et ses collaborateurs ont rapporté que la résistance électrique trans-
endothéliale des CEEs isolées de porc est de l'ordre de 50 à 60 Ocm2. Ces valeurs sont 2 
à 5 fois plus élevées que les autres barrières endothéliales suggérant ainsi que l'EE peut 
jouer le rôle d'une barrière active entre le sang et le liquide interstitiel des 
cardiomyocytes (BRUTSAERT et al., 1998; 2003). De plus, à part son rôle comme 
régulateur de la performance cardiaque, l'EE en étant une barrière active entre le sang 
circulant et les myocytes cardiaques, contribue au maintien de l'homéostasie ionique dans 
le milieu interstitiel qui entoure les cardiomyocytes et probablement les fibres de Purkinje 
et le plexus neuronal présents dans la matrice extracellulaire (LINDEN et 
KAPP AGODA, 1982; YOKOTA, 1984; MARRON et al., 1995 et pour plus de détails 
voir BRUTSAERT et al., 1998; 2003). 
1.3. Vangiotensine II. 
L' Ang II, un octapeptide, est le médiateur principal des actions physiologiques du 
système rénine-angiotensine (RAS) qui joue un rôle majeur dans la régulation des 
systèmes cardiovasculaire et rénal (MORGAN et BAKER, 1991; TITv1MER..\1ANS et al., 
1992). Les actions biologiques de l '.Ang II sont très diverses. I1 module la pression 
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sangume locale et systémique en induisant la contraction du muscle lisse vasculaire 
(TIMMERi\1ANS et al., 1992; 1993). De plus, ce peptide stimule la relâche de 
l'aldostérone de la glande surrénale ainsi que la rétention du sodium et de l'eau dans les 
tubules rénaux (LEVENS et al., 1981). Il est à noter que l'Ang II est aussi impliqué dans 
l'hypertrophie des cellules du muscle lisse vasculaire et des cardiomyocytes 
ventriculaires {TIMMER.TVIANS et al., 1992; 1993). Au niveau des myocytes cardiaques, 
l' .A.ng II exerce un effet inotrope positif (DEMPSY et al., 1971; FREER et al., 1976; 
BAKER et SINGER, 1988), en augmentant la vitesse de l'augmentation de la phase de 
contraction et en retardant le début de la relaxation (MEULEMANS et al., 1990). 
Cependant des effets contradictoires de 1' Ang II ont été rapportés allant d'un effet 
inotrope positif, négatif à aucun effet dépendamment de 1' espèce animale étudiée et des 
conditions expérimentales (BRUTSAERT, 2003). 
1.3.1. Biosynthèse de I' Ang II : systémique et focale. 
La synthèse de 1' Ang II se fait en grande partie dans la circulation par des clivages 
protéolytiques séquentiels de ses précurseurs (ATLAS, 1998). Cette synthèse est initiée 
par l'action protéolytique de la rénine sur l'angiotensinogène (Ang 0), une a2-globuline 
circulante d'origine hépatique (STREATFEILD-J.Ail\AES et al., 1998). La rénine est une 
aspartyl protéase synthétisée principalement par les cellules juxtaglomérulaires rénales 
(SEALEY et al., 1977). Elle clive le décapeptide en position N-terminale de 1' Ang 0 
pour former 1' Angiotensine I (Ang I), un précurseur biologiquement inactif 
(STREATFEILD-JAMES et al., 1998). La conversion de l'Ang I en Ang II, la forme 
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active de l'hormone, se produit suite à l'action de 1' ACE qui retranche à LA.ng I le 
dipeptide en position C-terminale (figure 4) (PEACH, 1977). 
Les composantes du RAS sont présentes au niveau des tissus périphériques 
comme les vaisseaux (ROSENTHAL et al., 1984), le cerveau (GANTEN et SPECK, 
1978; GANONG, 1984), les reins (INGELFINGER et DZAU, 1991), les glandes 
surrénales (GANTEN et al., 1983) et le cœur (BAKER et al., 1992; SADOSHIMA et 
IZUMO, 1997). Il est à noter que tous ces tissus sont capables de produire de l 'Ang II 
localement (JAJ"\î DANSER, 2003). Plus précisément au niveau des cardiomyocytes, des 
études moléculaires ont permis l'identification de 1' ARNm de la rénine (DZAU et al., 
1987; PAUL et al., 1988), de l'Ang 0 (CA.i\'IPBELL et HABENER, 1986; OHKUBO et 
al., 1986; DZAU et al., 1987) et de l'ACE (PAUL et al., 1992; SCHUNKERT et al., 
1990). De plus, la présence de 1' Ang II a été démontrée au niveau des oreillettes et des 
ventricules de chien (LUCHNER et al., 1996), de cochon (DANSER et al., 1994) et de 
rat (RUZICKA et al., 1995). Pour ce qui est des cellules endothéliales, Kifor et Dzau 
( 1987) ont montré que les cellules endothéliales aortiques de bovin contiennent de la 
rénine et de l'angiotensinogène et que ces cellules sont capables de synthétiser et de 
sécréter l' Ang II. De même plus récemment, Xiao et al. (2000) ont rapporté dans ce 
même type cellulaire la présence de la rénine et de son AR.Nm et la capacité de ces 
cellules de synthétiser et de sécréter 1' Ang H. De plus, l'activité de l' ACE a été 
démontrée dans plusieurs préparations de cellules endothéliales incluant les cellules 
endothéliales des microvaisseaux pulmonaires de lapin (CARLEY et al., 1990), des 
capillaires de cerveau de porc (MEYER et al., 1990), de la veine ombilicale humaine 
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Figure 4 Biosynthèse de I' Ang II 
Cette figure montre la voie par laquelle l 'Ang II est synthétisée à partir de ses 
précurseurs. 
En plus, toutes les composantes du RAS nécessaires pour la synthèse de 1' Ang II sont 
présentes localement au niveau du cœur. 
RAS= système rénine-angiotensine; Ang I= angiotensine I; Ang II= angiotensine II; BK= 
bradykinine; ACE= enzyme de conversion de !'angiotensine. 
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(W A TANABE et al., 1990) et les cellules endothéliales endocardiques de bovin (LA..NG 
et al., 1996). 
1.3.2. Les récepteurs à l' ANng 
L' Ang II véhicule ses effets via 2 types de récepteur soient le récepteur AT 1 et le 
récepteur AT2 (CHIU et al., 1989; WHITEBREAD et al., 1989; TIMMERi\.1ANS et al., 
1993). Ce sont des récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés à des protéines G 
(TIMMERl\1ANS et al., 1993; ZHANG et PRATT, 1996). Le récepteur AT1 véhicule les 
effets classiques et stimulatoires de 1 'A.ng II sur la pression sanguine, la rétention de l'eau 
et du sodium par les reins, la sécrétion de l'aldostérone, la croissance et la prolifération 
cellulaire alors que le récepteur AT 2 inhibe la prolifération cellulaire (MATSUBARA et 
al., 1998) et promouvoit l'apoptose (Y At\1ADA et al., 1996). De plus, une accumulation 
de preuves expérimentales montre que la stimulation du récepteur AT2 s'oppose aux 
actions de l'Ang II relayées par le récepteur AT1 (pour revue, voir GALLIN et al., 2000). 
1.3.2.1. Le récepteur AT1• 
Le récepteur AT 1 a été cloné en 1991 (MUR.PRY et al., 1991; SASAKI et al., 
1991 ). Chez l'homme, le gène du récepteur AT 1 se trouve sur le chromosome 3 
(CURNOW, 1992). Le récepteur AT 1 est présent dans plusieurs tissus adultes tels les 
vaisseaux sanguins, le cœur, les reins, la glande surrénale, le foie, le cerveau et les 
poumons (Til\iIMERMANS et al., 1993). Plusieurs antagonistes peptidiques et non-
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peptidiques sélectifs du récepteur AT1 ont été développés, comme par exemple le 
losartan, le candesartan, le valsartan, l'ibesartan, le tasosartan, et récemment, plusieurs de 
ces composés incluant le losartan, le candesartan et le valsartan sont utilisés cliniquement 
pour le traitement de l'hypertension (BAUER et REAL\1S, 1995; JOHNSTON, 1995; 
PITT et KONST A.M, 1998). 
Suite à sa stimulation par 1' Ang II, le récepteur AT1 active plusieurs voies de 
signalisation : 
1- Le récepteur AT 1, par le biais de la protéine Gq à laquelle il est coup lé, active 
la phopholipase C-~ (PLC- ~) (GRIENDLING et al., 1989; MARRERO et al., 1996) qui 
véhicule l'hydrolyse des phosphoinositides en inositol triphosphate (IP3) et diacylglycérol 
(DAG) (RASMUSSEN et BARRET, 1984; CATT et ABBOT, 1991; SCHELLING et al., 
1991). L'IP3 stimule la relâche du Ca
2+ des réserves intracellulaires (RASMUSSEN et 
BARRET, 1984; BERRIDGE et al., 1984; BERRIDGE et IRVIN--:E, 1984) tandis que la 
DAG active la protéine kinase C (PKC). L'activation de la PKC résulte en la 
phosphorylation de substrats variés dépendamment du type cellulaire (NISHIZUK .. A et 
al., 1984 ). Par exemple dans les CML Vs, l'augmentation de l'activité de la PKC induit la 
phosphorylation de la kinase de la chaîne légère de la myosine (MLCK), la modulation 
de l'IP3, et une régulation de la prolifération cellulaire (LEE et SEVERSON, 1994; 
RA.SMUSSEN et BARRET, 1984). L'augmentation de l'activité de la PKC régule aussi le 
flux transmembranaire de Ca2+ (RŒvŒRO et RECKELHOFF, 1999; RASJ\t!USSEN et 
BARRET, 1984). 
2- La liaison de l'A.ng II au récepteur AT 1 cause aussi l'activation de la voie des 
protéines kinases activées par mitogènes (MAPKs) (GRIENDLING et al., 2000; DUFF et 
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al., 1992; ISHIDA et al., 1992), qui sont divisées en 4 catégories: a) les kinases régulées 
par signaux extracellulaires (ER.Kl/2); b) les kinases à N-terminal c-Jun (ThTKs); c) les 
p38 MAPKs (KUSlJHARA et al., 1998); et d) la big MAPK-1 (GRIENDLING et al., 
2000). Ces MAPKs sont impliquées dans la prolifération et la différentiation cellulaires 
via l'activation de c-fos, c-myc et c-jun (MEZZANO et al., 2001). 
3- La liaison de l'Ang II au récepteur AT1 cause aussi l'activation de la voie des 
tyrosine (Tyr) kinases (BERK et CORSON, 1997; MOLLOY et al., 1993). Cette voie de 
signalisation mène à l'activation de plusieurs substrats, dont la kinase d'adhésion focale 
(FAK) (BERK et CORSON, 1997; POLTE et al., 1994), la paxilline (BERK et 
CORSON, 1997; LEDUC et MELOCHE, 1995), la phospholipase Cy (PLCy) (BERK et 
CORSON, 1997; M.ARRERO et al., 1995), la Janus kinase-2 (JAK2) ainsi que les 
activateurs de signal et transducteurs de la transcription-1 (STATl) (BERK et CORSON, 
1997; MARRERO et al., 1995), le c-Src (ISHIDA et al., 1995), la p 130 CAS (SA YESKI 
et al., 1998), JNK (SCHMITZ et al., 1998), et Axl (BERK et CORSON, 1997). Des 
interactions du récepteur AT 1 avec d'autres récepteurs tels que ceux des facteurs de 
croissance (TGF~, PDGF) ont aussi été suggérées (BERK et CORSON, 1997). 
4- La liaison de l'Ang II au récepteur AT1 active aussi la voie d'Akt (protéine 
kinase B), qui inhibe la glycogène synthase kinase 3 et stimule p70S6K (GRIENDLING 
et al., 2000; GIASSON et MELOCHE, 1995). 
5- Finalement, il a été rapporté que la liaison de l'Ang II au récepteur AT 1 cause 
aussi l'activation de la voie de signalisation de la p90RSK (T AKAHASHI et al., 1997). 
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1.3.2.1.1. L'Ang II induit !'endocytose du récepteur AT1• 
Plusieurs récepteurs au niveau de la membrane de surface sont intemalisés suite à 
la liaison de leurs agonistes (BARAK et al., 1994; MERJA.t"'\J et al., 2001). L'endocytose 
du complexe formé par le récepteur AT i et son agoniste, 1' Ang II, a été démontrée dans 
plusieurs types cellulaires incluant les cellules du muscle lisse vasculaire (ULLIAN et 
LINAS, 1989; ANDERSON et al., 1993), les cellules des tubules rénaux (SCHELLING 
et al., 1992), et les cellules du cortex et de la médulla surrénaux (BIANCHI et al., 1986; 
1986a; CROZAT et al., 1986; WANG et al., 1994). Ce mécanisme permet non seulement 
de contrôler le nombre de récepteurs au niveau de la membrane de surface mais 
!'endocytose de l' Ang II avec son récepteur et sa dégradation ultérieure dans les 
lysosomes pourrait aussi servir à éliminer l'Ang II (CROZAT et al., 1986; ANDERSON 
et al., 1993). Hein et al. (1997) ont démontré que suite à l'internalisation et à la 
séquestration de l' Ang II avec le récepteur AT 1 dans des endosomes, l 'Ang II est dirigé 
vers des lysosomes alors que le récepteur AT 1 est recyclé vers la membrane de surface. 
Il a été rapporté que l'internalisation du récepteur AT 1 suite à la liaison de l' Ang 
II a lieu via des vésicules de clathrine au niveau des cellules du muscle lisse vasculaire 
(Al"'\JDERSON et PEACH, 1994; CONCHON et al., 1994). Des résultats similaires 
obtenus par notre groupe ainsi que par d'autres groupes de recherche confirment que 
cette endocytose est dépendante de la ~-arrestine (GABORIK et al., 2001; BK.AIL Y et 
al., 2003a). Cependant, il existe dans la littérature des preuves montrant que 
l'internalisation du récepteur AT1 peut prendre place via la voie de la cavéoline ou via 
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des vésicules non-enrobées de clathrine (ZHANG et al., 1996). La voie des cavéoles a en 
effet déjà été décrite dans les CMLV s (ISHIZAKA et al., 1998). 
1.3.2.1.2. Distrilmtion intra.ceihdaire du récepteur AT1• 
En 1971, Robertson et Khairallah ont rapporté la présence de sites de liaison de 
[3H]Ang II au niveau des membranes nucléaires des cellules du muscle lisse et du muscle 
cardiaque. Un peu plus tard, Anderson et Peach (1994) ont démontré que l' Ang II 
conjugué à de l'or colloïdal se lie au niveau de la membrane plasmique des cellules du 
muscle lisse de rat. Par la suite, ils ont observé que l' Ang II s'intemalise et se lie à des 
sites présents au niveau des membranes nucléaires de ces cellules. De plus, il a été 
rapporté que le récepteur AT 1 est présent au niveau de la membrane nucléaire 
d'hépatocytes de rat et induit la transcription de l'A.Ri"Jm de la rénine et de l'Ang 0 
confirmant que ces récepteurs sont fonctionnels (TANG et al., 1992; EGGENA et al., 
1993). Au même moment, Booz et al. (1992) ont montré la présence de sites de liaison à 
1' Ang II au niveau des noyaux d 'hépatocytes de rat. De plus, il a été rapporté que le 
récepteur AT1 nucléaire est différent du récepteur AT1 présent au niveau de la membrane 
plasmique. Ces différences sont reliées à la sensibilité au pH, à l'affinité de liaison de 
l' Ang I et II et à la vitesse de dissociation de l' Ang II des récepteurs des membranes 
nucléaires par rapport à la membrane plasmique ainsi qu'au niveau de certaines 
propriétés physico-chimiques (TAl"l"G et al., 1992; BOOZ et al., 1992; EGGENA et al., 
1993). En 1998, Lu et al. ont démontré que le récepteur AT1 possède une séquence de 
localisation nucléaire dans sa queue cytoplasmique et que l 'Ang II induit la translocation 
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de ce récepteur au mveau du noyau des neurones (LU et al., 1998). Le Losartan, 
antagoniste spécifique du récepteur AT i, inhibe ce ciblage nucléaire induit par l'Ang II, 
mais le PD123319, un antagoniste spécifique du récepteur AT2, n'a aucun effet sur ce 
ciblage (LU et al., 1998). L'Ang II semble aussi induire la phosphorylation de p62, une 
protéine du complexe des pores nucléaires (NPC) (LU et al., 1998). Cette 
phosphoryiation est d'une importance primordiale pour la séquestration nucléaire du 
récepteur AT 1 (LU et al., 1998). De plus, il a été démontré que l'Ang II injectée dans le 
cytoplasme se lie à des récepteurs intracellulaires et induit une augmentation de la [Ca]i 
dans les CML Vs (HALLER et al., 1996). Il est à noter que cet effet n'est pas inhibé par 
un prétraitement extracellulaire avec le candesartan, un antagoniste du récepteur AT 1, 
mais mais plutôt par un prétraitement intracellulaire de cet antagoniste (HALLER et al., 
1996). Récemment, il a été démontré que l' Ang II induit aussi l'internalisation et la 
translocation nucléaire du récepteur AT1 couplé à la protéine verte fluorescente au niveau 
des cellules de l'ovaire du hamster chinois (CHEN et al., 2000) et des cellules du muscle 
lisse vasculaire humain (BKAIL Y eî al., 2003a). 
1.3.2.2. Le récepteur AT 2· 
Le récepteur AT 2 a été cloné à partir de librairies génomiques de fœtus de rat et de 
cellules PC12W (l\1lTKOYAMA eî al., 1993; KAMBAYASHI et al., 1993; MARTIN et 
al., 1994; TSUZUKI et al., 1994). C'est une protéine de 362 acides aminés qui appartient 
à la famille de récepteurs possédant 7 domaines transmembra.riaires. Le récepteur AT 2 a 
été défini comme étant le récepteur qui lie de façon spécifique le CGP42112 ainsi qu'une 
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série de composés PD tels le PD123177 et le PD123319 (TIMMERt\1ANS et al., 1993; 
MATSlJBARA, 1998). Le récepteur AT1 et le récepteur AT2 ne partagent que 32-34 % 
d'homologie au niveau des acides aminés (GALLINAT et al., 2000). Cependant, ils ont 
une affinité similaire pour l' Ang II (GALLINAT et al., 2000). Chez la souris et l'humain, 
le gène du récepteur AT 2 est localisé sur le chromosome X et ne contient aucun intron 
dans sa région codante excluant ainsi la possibilité de plusieurs sous-types de récepteur 
AT2 (LAZARD et al., 1994; MATSUBARA, 1998). Le récepteur AT2 est exprimé de 
façon abondante dans les tissus fœtaux (GR.A.DY et al., 1991; MILLAN et al., 1991; 
GRADY et KA.LINY AK, 1993). Par contre, son expression diminue rapidement après la 
naissance suggérant que le récepteur AT2 joue un rôle important à certains stades durant 
le développement fœtal. Chez l'adulte, le récepteur AT 2 est présent de façon peu 
abondante dans certains organes comme l'utérus (MATSUMOTO et al., 1996), les 
ovaires (MATSù'MOTO et al., 1996), le cerveau (MILLAN et al., 1991; JOHREN et al., 
1996), le cœur (SAMYN et al., 1998; WANG et al., 1998) et les glandes surrénales 
(BREAULT et al., 1996). 
A 1' opposé de la plupart des récepteurs couplés aux protéines G, le récepteur AT 2 
ne s'intemalise pas suite à la liaison de son ligand endogène, l' Ang II, et ne possède pas 
de séquence de localisation nucléaire (HUNY A.DY et al., 1994; 1999; HEIN et al., 1997). 
Contrairement au récepteur AT 1, les voies de transduction employées par le récepteur 
AT2 varient selon le type cellulaire (NAHMIAS et STROSBERG, 1995). Par exemple, 
suite à son activation, le récepteur AT 2, via la protéine Gi, stimule la sérine/thréonine 
phosphatase 2A (PP-2A) dans les neurones en culture (HUANG et al., 1996; 1997) et la 
MAP kinase phophatase 1 (MKP-1) dans la lignée cellulaire PC12W (HORIUCHI et al., 
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1999) engendrant ainsi une diminution dans l'activité des MAP kinases régulées par des 
signaux extracellulaires ERK.112. De plus, il a été rapporté que le récepteur AT 2 peut 
stimuler l'activité de la SHP-1, une phosphotyrosine phosphatase (PTP) soluble, dans les 
lignées cellulaires PC12W et NIE-115, via un mécanisme indépendant de la protéine G 
(BRECHLER et al., 1993; BEDECS et al., 1997). Il a été également démontré que la 
stimulation à court terme ( 1-10 minutes) du récepteur AT 2 par l' Ang II cause une 
augmentation de l'activité de la phospholipase A2 (PLA2), une augmentation de la relâche 
de l'AA au niveau des cardiomyocytes de rats nouveau-nés (LOKUTA et al., 1994), de 
l'épithélium des tubules proximaux de lapin (JACOBS et DOUGLAS, 1996) et au niveau 
des neurones en culture de cerveaux de rats nouveau-nés (ZHU et al., 1998), ce dernier 
effet se produisant via une protéine G sensible à la toxine de pertussis (PTX) (ZHU et 
al., 1998). 
De plus, plusieurs études ont montré le rôle proapoptotique du récepteur AT 2 . Par 
exemple, la stimulation du récepteur AT2 au niveau des cellules PC12W déprivées de 
sérum induit la mort cellulaire programmée (Y A.\ifADA et al., 1996) en augmentant 
l'activité de la MAP kinase phosphatase 1 (HORIUCHI et al., 1997) qui par la suite 
inhibe la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (HORIUCHI et al., 1998). De plus, il a été 
rapporté que la stimulation du récepteur AT 2 par l' .A.ng II cause l'apoptose via 
l'activation la caspase-3, une caspase effectrice (DIMMELER et al., 1997). 
Il a été également démontré que la stimulation du récepteur AT 2 potentialise le IK 
dépendant du voltage des neurones isolées de l'hypothalamus et de la médulla de rats 
nouveaux-nés (MARTENS et al., 1996) et augmente l'activité des canaux Ca2+ au niveau 
des cellules NG108 (BUISSON et al., 1992). 
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1.4. Le calcium. 
Le calcium joue un rôle critique dans la régulation des fonctions cellulaires 
(KATZ, 1969). Il est essentiel au couplage excitation-contraction des cellules musculaires 
comme les CMLVs et les cardiomyocytes (BOLTON, l9Î9; BKAILY, 1994c; 
BK.AIL Y et al., 1996, 1997, 2000) ainsi qu'au couplage excitation-sécrétion des cellules 
sécrétrices comme les cellules endothéliales (pour détails voir la revue de NILIUS et 
DROOGMANS, 2001). Il est également requis lors de la croissance cellulaire (MARKS, 
1992; BERRIDGE, 1995). Il est généralement accepté que la synthèse et/ou la relâche 
des pro- et anticoagulants, des facteurs de croissances, et des composés vasoactifs tels le 
NO et la PGiz, par les cellules endothéliales vasculaires, dépendent ou peuvent être 
modulés par le changement de [Ca]i (BUSSE et al., 1991; CARTER et PEARSON, 1992; 
INAGA.t\1I et al., 1995; NILIUS et CATEELS, 1994; NILIUS et al., 1997). Par exemple, 
le NO est produit par la eNOS via l'activation d'une voie Ca2+/calmoduline (CaM) 
dépendante qui nécessite un influx calcique à travers la membrane de surface (GRAIER 
et al., 1992; IOUZALEN et al.,1996; LANTOINE et al., 1998). À l'état de repos, la 
eNOS est inactive, et ceci est dû à sa liaison à la cavéoline-1 (CAV-1) (PARTON, 1996). 
L'augmentation du [Ca]i favorise la liaison de la eNOS à la Cai"\1 et sa dissociation de la 
CA V-1 et par conséquent, son activation et le relâchement du NO (pour revue, voir les 
articles de FERON et al., 1997; MICHEL et al., 1997; MICHEL et FERON, 1997; 
PRi\BHAKAR et al., 1998). De plus, la synthèse de la PGh nécessite une augmentation 
du [Ca]i et une phosphorylation de la phospholipase A2 (PLA2) (PATEL et al., 1996). 
L'augmentation du [Ca]i favorise la translocation de la PLA2 du cytosol aux 
34 
phospholipides membranaires, surtout au niveau de la membrane de surface et de la 
membrane nucléaire. Cette translocation se produit grâce à un domaine de liaison au 
phospholipide présent à son extrémité NHz-terminale qui est Ca2+-dépendante (CLARK 
et al., 1995; FREARSON et al., 1995). En résumé, la production des composés vasoactifs 
nécessite une augmentation du [Ca]i soit par une relâche des réserves intracellulaires du 
calcium ou soit par un influx calcique à travers la membrane de surface via l'activation 
des canaux calciques (pour revue, voir NILIUS et DROOGMANS, 2001). 
1.4.L Les canaux calciques. 
Il existe deux grandes familles de canaux calciques, les canaux calciques opérés 
par voltage (VOCC) et les canaux calciques opérés par récepteur (ROCC) (BARRITT, 
1999). Les VOCCs sont sensibles à des variations du potentiel de la membrane 
provoquées par des stimulis électriques ou chimiques tandis que les ROCCs sont 
seulement sensibles aux stimulis chimiques (BOLTON, 1979; TSIEN et al., 1988) 
La littérature rapporte actuellement l'existence de six types de VOCCs, soient les 
canaux calciques de type P/Q, N, R (résistant aux bloqueurs des canaux calciques 
connus), L, Tet R (repos) (BKAILY et al., 1992, 1993, 1997; TRIGGLE, 1999; FISHER 
et BOlJRQUE, 2001). Tous ces canaux se distinguent par leurs caractéristiques 
d'ouverture et de fermeture ainsi que par leurs seuils d'activation et leurs distributions 
dans les tissus (ROSEY et LAZDUNSKI 1988; SPEDDING et PAOLETTI 1992; 
BKAILY et al., 1992, 1993, 1997; TRIGGLE, 1999; FISHER et BOURQUE, 2001). 
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Les canaux de type P/Q s'activent à partir d'un seuil près de -40mV et possèdent 
une conductance de 10 à 12 pS (LUNAS et al., 1989; REGAN et al., 1991 ). Ces canaux 
semblent constituer la majorité des ca_n.aux calciques au niveau du cerveau où ils sont 
responsables, dans certaines régions, de la libération de neurotransmetteurs (HILLMAl'l" 
et al., 1991). Les canaux calciques de type N s'activent à partir d'un voltage de -30 mV. 
Ces canaux ont une conductance de 12 à 20 pS et ils produisent un courant moyen 
intermittent (WILLIAMS et al., 1992; FUJITA et al., 1993). Ils sont principalement 
exprimés dans les neurones et jouent un rôle important dans la libération de 
neurotransmetteurs (CATTERALL et STRIESSNIG, 1992). Les canaux calciques de type 
R (résistants) s'activent à partir d'un voltage de -30 mV et possèdent une conductance de 
15 pS (pour plus de détails voir la revue de TRIGGLE, 1999 et de FISHER et 
BOURQUE, 2001). Ces canaux sont aussi présents au niveau du cerveau (TAKAHASHI 
et MOMIY AMA, 1993; REGEHR et MINTZ, 1994; WHEELER et al., 1994; \V1J et 
SAGGAU, 1994; MINTZ et al., 1995) et jouent également un rôle dans la libération de 
neurotransmetteurs (QIAN et al., 1997). 
Les canaux calciques de type L et T sont présents dans les cellules cardiaques 
(FOX et al., 1987). Les canaux calciques de type L possèdent un seuil d'activation élevé 
(- -30 mV en présence de 10 mM Ca2+) et conduisent un courant lent ayant une large 
conductance unitaire (25 pS en 110 mM Ba2+) (NOWYCKY et al., 1985). Les canaux 
calciques de type T s'activent et s'inactivent relativement rapidement à partir d'un 
potentiel de membrane plus négatif et possèdent une petite conductance unitaire (8 pS en 
110 mM Ba2+) (NOWYCKY et al., 1985; MITR.A et MORAD, 1986). 
36 
Dans les cellules endothéliales, il ne semble pas exister de canaux calciques de 
type P/Q, N, R (résistant), Lou T (TAKEDA et al., 1987; NILnJS et RIEMANN, 1990; 
T AKEDA et KLEPPER, 1990). Cependant, il a été rapporté la présence des canaux 
calciques de type R (repos) dans ces cellules (BK.AIL Y et al., 1992, 1993, 1997a). 
L'existence de ces canaux calciques a été initialement suggérée par BAKER et al. (1971) 
qui a montré que ce type de canal permettait 1' entrée passive de Ca2+ dans la cellule 
pendant une dépolarisation membranaire de longue durée. Ils furent également nommés 
canaux calciques du potentiel de repos (R) par DIPOLO en 1979. Contrairement aux 
autres types de canaux calciques dépendants du voltage, les canaux calciques de type R 
n'ont pas de porte d'inactivation (DIPOLO, 1979; BKAILY, 1991; BKAILY et al., 
1997). Ces canaux sont activés lors d'une dépolarisation soutenue de la membrane 
cellulaire, possèdent une conductance de 24 pS et sont bloqués par l'isradipine 
(BK.A.Il Y, 1991; BKAILY et al., 1997). 
Dans les cellules du muscle lisse vasculaire, ces canaux calciques de type R sont 
responsables des augmentations soutenues de calcium durant la contraction soutenue du 
muscle lisse par différents agents vasoactifs et proinflammatoires comme le PA.F, 
l'endothéline-1 ainsi que l'insuline (BKAILY et al., 1992, 1993; BK.A.ILY, 1994a, 
1994b; TA01JDI-BENCHECROUN et al., 1995). De plus, l'influx de calcium via les 
canaux calciques de type R est principalement responsable du maintien de la 
concentration de calcium intracellulaire normale physiologique et du tonus de base du 
muscle lisse vasculaire (BK.AIL Y et al., 1991). Il a été également rapporté que ces 
canaux semblent être impliqués dans des phénomènes de sécrétion basale de 
l'endothélium vasculaire (BKAILY et al., 1992, 1993, 1997a). 
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1.5. Résumé de la iittérntu:re et hypothèse et objectifs de trnvait 
L'octapeptide Ang II est le médiateur principal des actions physiologiques du 
système rénine-angiotensine. Chez l'humain, ces effets sont relayés via 2 types de 
récepteurs, soient les récepteurs AT1 et AT2• La majorité des travaux de recherche portant 
sur 1' Ang II a été effectuée au niveau du cerveau, des reins, des glandes surrénales, du 
cœur et des vaisseaux sanguins incluant les cellules endothéliales vasculaires. Cependant, 
aucune étude n'a démontré l'effet de l' Ang II sur 1' endothélium endocardique (EE) qui 
tapisse les cavités cardiaques et qui joue un rôle très important dans la régulation de la 
performance cardiaque. Des études récentes montrent que l' Ang II est sécrété par les 
cellules endothéliales vasculaires (KIFOR et DZAU, 1987; KUSAKA et al., 2000; XIAO 
et al., 2000) et que l'enzyme de conversion de l' Ang II est présent à la surface des 
cellules endothéliales endocardiques (CEEs) (BRUTSAERT, 2003). Cependant, aucune 
étude n'a démontré la présence del' Ang II et de ses récepteurs au niveau de l'EE. Dans 
notre laboratoire, nous avons développé des cultures primaires de cellules endothéliales 
endocardiques isolées à partir du ventricule droit et gauche du cœur fœtal humain âgé de 
20 semaines. Nous avons récemment démontré que ces cellules possèdent des récepteurs 
au neuropeptide Y (l\!'PY) ainsi que le NPY lui-même et qu'il existe des différences entre 
les CEEDs et les CEEGs en ce qui a trait à leurs distributions et à leurs contributions à la 
modulation du Ca2+ intracellulaire des CEEs (SADER, 2002). De plus, nous avons 
rapporté que les CEEs possèdent les récepteurs ET A et ET 8 et que le récepteur ET s 
participe à l'augmentation du Ca2+ intracellulaire par l'ET-1 seulement au niveau des 
CEEDs (JACQUES et al., 2000). Nous avons également démontré dans cette même étude 
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que l'ET-1 induit une augmentation dose-dépendante du calcium cytosolique et nucléaire 
avec des valeurs d'ECso plus faibles au niveau des CEEGs par rapport aux CEEDs 
(JACQUES et al., 2000). La littérat11re a également rapporté des études qui montrent 
l'existence de quelques différences entre les CEEDs et les CEEGs dans d'autres espèces 
(BRUTSAERT, 2003). Par exemple, il a été rapporté que les CEEs isolées à partir du 
ventricule gauche du cœur de porc adulte libèrent plus de PGiz lorsque la pression 
transmura1e est augmentée par rapport aux CEEs isolées du ventricule droit (NOSAKA. et 
al., 1997) tandis que l'expression et les sites de liaison au peptide natriurétique sont plus 
abondants au niveau des CEEs isolées à partir du ventricule droit du cœur de rat adulte 
par rapport aux CEEs isolées du ventricule gauche (KIM et al., 1999). Dans ce mémoire, 
nous avons voulu tester l'hypothèse que comme le NPY et l'ET-1, l' Ang II et ses 
récepteurs AT1 et AT2 sont présents au niveau des CEEs du cœur fœtal humain âgé de 20 
semaines. De plus, leurs densités, distributions ainsi que leurs effets sur le Ca2+ 
intracellulaire sont différents dans les CEEs isolées à partir du ventricule droit (CEEDs) 
par rapport au CEEs isolées du ventricule gauche (CEEGs). Le traitement des CEEDs et 
des CEEGs âgées de 20 semaines avec de l' Ang II peut induire la mobilisation de ses 
récepteurs AT1 et AT2 de façon différente au niveau de celles-ci. Afin de tester ces 
hypothèses, nous proposons de répondre aux questions suivantes: 
1- Est-ce que les cellules endothéliales endocardiques contiennent de l' Ang II? 
2- Est-ce que les cellules endothéliales endocardiques possèdent des récepteurs à l' Ang 
II? 
3- Est-ce que ces récepteurs sont localisés préférentiellement sur la membrane de surface 
et/ou nucléaire? 
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4- Est-ce qu'il existe une différence entre les CEEDs et les CEEGs en terme de densité et 
de distribution de l' Ang II et des récepteurs AT 1 et AT 2? 
5- Est-ce que la stimulation des récepteurs à l' Ang II module le [Ca]c et [Ca]n au niveau 
des CEEDs et des CEEGs? 
6- Est-ce que le traitement des CEEDs et des CEEGs avec de l' Ang II induit la 
mobilisation de ses récepteurs? 
Afin de répondre à ces questions nous avons utilisé des CEEs isolées à partir des 
ventricules droit et gauche des cœurs foetaux humains âgés de 20 semaines. Les 
techniques utilisées sont l'immunofluorescence indirecte, l'immunobuvardage western et 
la méthode de mesure du [Ca]c et [Ca]n en utilisant la sonde calcique le Fluo-3/Al\1, ainsi 
que l'imagerie tridimensionnelle générée par la microscopie confocale. 
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II. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1. Isolation et culture des cefüdes endothéliales endocardiques du cœur foetal 
humain âgé de 20 semaines ainsi que de rat adulte. 
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Les cellules endothéliales endocardiques sont isolées à partir du ventricule droit et 
gauche (CEEDs et CEEGs, respectivement) du cœur fœtal humain agé de 20 semaines et 
de rat adulte en utilisant la trypsine et des :méthodes :mécaniques (JACQUES et al., 2000; 
BK.AIL Y et al., 1997). La procédure est en accord avec les recommandations du comité 
de l'utilisation des matériaux humains. 
Les cœurs fœtaux humains sont prélevés dans des conditions aseptiques. Ils sont 
immédiatement déposés dans un bêcher contenant une solution stérile de S-MEM (Milieu 
Essentiel Minimal de Suspension) ayant la composition suivante: NaCl (120 mM), KCl 
(5 mM), MgS04 (0.8 mM), NaH2P04 (10 mM) (Gibco BRL; Burlington, ON) et 
supplémentée de Penicilline-G-Potassium (Ayerst; Montréal, QC). Par la suite, les 
ventricules sont disséqués et nettoyés du sang avec du milieu Ml99 (Gibco BRL, 
Burlington, Ont.) stérile, contenant de la Pénicilline et de la Streptomycine (Gibco BRL; 
Burlington, Ont.). Afin d'isoler les CEEDs et les CEEGs, les ventricules ouverts sont 
placés dans un pétri de culture avec leur face luminale dirigée vers le haut, et sont par la 
suite exposés à la trypsine (0.05%) (Whittaker; Walkerville, MD) pour 5 minutes. 
L'endothélium endocardique des deux côtés ventriculaires est ensuite gratté délicatement 
avec la lame d'un scalpel. Les cellules grattées sont lavées avec du milieu Ml99 (Gibco 
BRL; Burlington, Ont) supplémenté de 10% FBS (sérum bovin fœtal) {Gibco BRL, 
Burlington, Ont}. Après une centrifugation de 10 min à 1000 rpm (révolution par min), le 
milieu de culture est éliminé et le culot de cellules est suspendu dans un milieu Ml 99 
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supplémenté de FBS (10%). Par la suite, les cellules sont dispersées dans des pétris 
(JACQlJES et al., 2000). Pour les études sur des cellules fraîchement isolées, les cellules 
sont cultivées sur des lamelles de verre de 25 mm de diamètre disposées dans des boites 
de pétris de 35 mm de diamètre, ou bien directement dans des boîtes de pétris de 1 OO mm 
(BKAIL Y et al., 1992), et elles sont incubées à 37°C et 5% C02. Pour produire des 
cultures cellulaires primaires, les CEEDs et les CEEGs sont cultivées dans des flacons de 
culture (GibcoBRL, Burlington, Ont.) et incubées comme ci-haut mentionné. À 
confluence, les cellules sont détachées par trypsinisation et recultivées dans du milieu 
Ml99 supplémenté de FBS (10%) (JACQUES et al., 2000; BKAILY et al., 1997). 
Une vérification de la qualité et de la pureté des CEEDs et des CEEGs est faîte en 
utilisant une sonde fluorescente spécifique aux résidus a-fucose présents dans le 
glycocalyx des cellules endothéliales. Cette sonde est la "Lectin Ulex Europeans 
Agglutinin" conjuguée à la fluorescéine isothiocyanate (FITC) (6µ,g/ml pour 2 heures à la 
température de la pièce; Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) (JACQUES et al., 2000; 
BKAILY et al., 1997). Les CEEDs et CEEGs se caractérisent par la présence d'un réseau 
bien développé de réticulum endoplasmique et d'un grand nombre de mitochondries qui 
entourent un noyau assez volumineux (BKA.ILY et al.,1999; JACQUES et al., 2000). Ces 
cellules possèdent aussi un canal calcique de type R fonctionnel, insensible à la 
nifédipine mais sensible à l'isradipine (JACQUES et al., 2000). 
2.2. Microscopie confocale. 
43 
La microscopie confocale offre plusieurs avantages significatifs sur la 
microscopie à fluorescence conventionnelle: elle permet la génération d'images optiques 
sériées par élimination de la lumière hors foyer (BKAIL Y et al., 199Î; NIGGLI et 
LEDERER, 1991) et offre une résolution d'environ 30% supérieure au microscope 
conventionnel. Elle permet entre autre un sectionnement non-invasif d'échantillons 
biologiques ainsi que leur reconstruction en trois dimensions sous n'importe quel angle 
ou plan de coupe (NIGGLI et al., 1994). Le système confocal utiiisé au cours de cette 
étude est un Multi Probe 2001 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) muni d'un laser à 
argon équipé d'un microscope à épifluorescence à phase inverse (Diaphot Nikon) et d'un 
objectif achromat (Nikon Oil Plan) de 60 X. 
2.2.1. Principe de base. 
Dans le système confocal, la lentille du microscope dirige le faisceau de lumière laser 
vers un point donné de l'échantillon, appelé le point focal (figure 5). La lumière émise 
(ou réfléchie) par ce point reprend le même chemin à travers le microscope. Les 
compartiments optiques du microscope focalisent la lumière de ce point vers un 
deuxième point, appelé le point confocal. Un système de volets ou ouvertures, 
positionnés au point confocal, ne laisse passer que la lumière provenant du point focal de 
se rendre au détecteur. Toute lumière incidente provenant de points au-dessus ou en 
dessous du plan focal, et par conséquent hors foyer, est rejetée par l'ouverture confocale 




Le point focal et le point confocal dans le système de la microscopie 
Dans le système de la microscopie confocale, la lumière d'excitation venant du laser 
passe par un séparateur primaire et est convergée par les lentilles du microscope au point 
focal de l'échantillon. Une faible quantité de lumière du laser converge sur d'autres 
points du plan focal. La fluorescence provenant de l'échantillon repasse par le séparateur 
primaire afin de séparer la fluorescence émise de celle qui est reflétée. La fluorescence 
émise est convergée par la lentille achromatique au point confocal et est enregistrée par le 
détecteur. Tout rayon frappant l'ouverture à des points autres que le point confocal n'est 
pas détecté. 
(modifié du manuel d'utilisation du microscope Mufti Probe 2001). 
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2.2.2. Balayage des cellules. 
Le laser d'argon (9.0 mV), à la longueur d'onde d'excitation de 488 :r..m, est dirigé 
sur l'échantillon via un filtre dichroïque primaire de 510 nm et est atténué avec un filtre 
de densité neutre de 1-3% afin de réduire la défluorescence. L'ouverture confocale est de 
100 µm. 
Pour toutes les expériences, la résolution des images est de 512 x 512 pixels avec 
une taille de pixel égale à 0.34 µm. L'intensité du laser, l'acquisition photométrique, la 
configuration du PMT (multiplicateur de photons) et les filtres sont maintenus constants 
durant les procédures expérimentales (figure 6). Les cellules sont balayées le long de 
l'axe Z par sections sériées pour permettre la reconstruction tridimensionnelle et la prise 
de mesures du niveau basal de l'intensité de fluorescence ainsi que de la réponse 
cellulaire suite à l'ajout de différents agents, dans le cytosol aussi bien que dans le noyau 
(BK.AIL Y et al., 1997). 
2.3. Chargement des cellules avec la sonde calcique Fluo-3. 
Les cellules sont mises en culture sur des lamelles de verre de 25 mm de diamètre 
qui conviennent à leur montage dans une chambre de 1 ml. Les cellules sont lavées trois 
fois avec 2 ml d'une solution de Tyrnde (Sigma, St Louis, Mo, E.U.A) ayant comme 
composition HEPES 5 mM, NaCl 136 mM, KCl 2.7 mM, MgCh 1 mM, CaCh 1.9 mM, 
glucose 5.6 ITli\1, pH 7.4 ajusté avec du Tris base, le tout supplémenté de 0.1 % de BSA 
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Figure 6 Les compartiments optiques du système de la microscopie confocale. 
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(albumine de sérum bovin) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). L'osmolarité de la solution 
de Tyrode avec ou sans BSA est ajustée à 310 mOsm avec du sucrose à l'aide d'un 
osmomètre (Advanced Instruments Inc., MA). 
sonde calcique, Fluo-3/AM (Molecular Probes, Eugene, OR), est diluée dans 
une solution de Tyrode contenant du BSA à partir d'une solution stock congelée de 
mM: la concentration finale de la sonde utilisée est de 13 µM (BK.AIL Y et al., 1997). 
Les cellules sont incubées, suivant la méthode de lamelle renversée, en présence 
de 1 OO µl de sonde diluée placée sur une plaque de verre enveloppée de parafilm, pendant 
60 minutes. L'incubation se fait, à l'abri de la lumière, dans un environnement humide 
afin de minimiser l'évaporation de la sonde calcique (BK.AIL Y et al. , 1997). 
Après la période d'incubation, les lamelles sont récupérées et les cellules sont 
lavées deux fois dans la solution Tyrode-BSA puis deux fois dans la solution Tyrode 
seule. Les cellules chargées sont ensuite laissées dans la solution Tyrode pour 15 min 
afin de s'assurer de l'hydrolyse totale des groupements acétoxyméthyls esters et de se 
débarrasser ainsi de la forme estérifiée de la sonde calcique (forme AM de la sonde Fluo-
3/ AM) qui est incapable de lier le Ca2+ libre (BK.AIL Y et al. , 1997). 
2.4. Marquage du noyau. 
À fin de chaque expérience, le noyau est marqué avec le Syto-11, un marqueur 
des acides nucléiques (Molecular Probes, Eugene, OR), à une concentration de 1 OO n.M. 
Les cellules sont balayées par sections sériées immédiatement après le développement du 
marquage (8-10 min). La position, le nombre de sections ainsi que l'incrément entre ces 
50 
dernières sont maintenus identiques à ceux utilisés au cours de 1' expérience. Une 
reconstruction en trois dimensions du noyau est réalisée afin de délimiter le calcium 
nucléaire du calcium cytosolique (BKAILY et al., 1997). 
Les images balayées sont transférées à une station d'analyse Indy de Silicon 
Graphies équipée d'un logiciel d'analyse et de reconstruction "Imagespace" de Molecular 
Dynamics. La reconstruction des images en 3D est présentée en projections d'intensité 
maximale génèrant une série d'images montrant l'intensité maximale des unités voxels 
(BKAIL Y et al., 1997). 
Les images des cellules chargées au Fluo-3 sont représentées en pseudo-couleur 
suivant une échelle d'intensité allant de 0 à 255 où le noir indique l'intensité zéro et le 
blanc l'intensité maximale. Les mesures de calcium dans le noyau sont effecntées sur des 
images individuelles et sur des reconstructions en 3D (sections sériées). La région du 
noyau, marquée au Syto-11, est isolée du reste de la cellule en fixant un seuil inférieur 
d'intensité afin de délimiter les pixels de cet espace. Une série d'images binaires du 
volume nucléaire est générée en 3D pour chaque cellule en utilisant les mêmes 
paramètres pour les positions x, y, et z que ceux utilisés pendant les mesures calciques. 
En appliquant ces images binaires aux cellules chargées avec la sonde calcique, une 
nouvelle projection en 3D est créée montrant les niveaux d'intensité de fluorescence 
exclusivement dans le noyau (BK.AIL Y et al., 1996; 1997). 
En isolant le noyau de la région cytosolique environnante, il est donc possible de 
mesurer les valeurs d'intensité moyenne du volume nucléaire en éliminant toute 
contribution possible du calcium périnucléaire. 
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2.5. Marquage par immm:mfluorescence. 
2.5.L Marquage de l' Ang II. 
La localisation et la distribution de l' Ang II au niveau des CEEDs et des CEEGs 
sont effectuées en utilisant la technique d'immunofluorescence indirecte avec un 
anticorps polyclonal de chèvre spécifique dirigé contre l 'Ang II humaine (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Cet anticorps est utilisé à une dilution de 5~tg/ml. 
L'anticorps secondaire est tm anti-IgG de chèvre conjugué à l' Alexa Fluor 488 
(Molecular Probes, Eugene, Oregon) qui est utilisé à une dilution de 5 µg/ml. Il est à noter 
que l'anti-Ang II n'a pas de réaction croisée avec l'angiotensinogène. 
Pour déterminer la spécificité de l'immunoréactivité obtenue, des contrôles 
négatifs sont réalisés en préabsorbant l'anticorps primaire avec le peptide contrôle 
(20µg/ml) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), peptide contre lequel l'anticorps 
primaire a été dirigé et en incubant les cellules avec 1' anticorps secondaire seul. 
2.5.2. Marquage des récepteurs AT1 et AT2. 
La localisation ainsi que la distribution des récepteurs AT 1 et AT 2 au niveau des 
CEEDs et des CEEGs sont réalisées avec la technique d'immunofluorescence indirecte. 
Des anticorps polyclonaux dirigés contre l'extrémité N-terminale du récepteur AT1 
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) (dilution de 1:250), et contre l'extrémité C-
terminale du récepteur AT2 (Research Diagnostics Inc., Flanders, NJ) (dilution de 
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5µg/ml) sont utilisés. L'anticorps secondaire pour les deux sous-types de récepteurs est 
un anti-IgG de lapin conjugué à l' Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, Oregon) 
qui est utilisé à une dilution de 1 µg/mL 
Pour déterminer la spécificité de l'immunoréactivité obtenue, des contrôles 
négatifs sont réalisés en utilisant les peptides contrôles contre lesquels l'antisérum AT1 et 
AT 2 ont été dirigés et en incubant les cellules avec l'anticorps secondaire seul. 
2.5.3. Prétraitement avec l' Ang II. 
Ces expériences ont été effectuées afin de vérifier l'effet de l' Ang II (Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO) sur l'internalisation des récepteurs AT1 et AT2. 
Les CEEDs et les CEEGs mises en culture sur des lamelles sont exposées à 10-9 
Md' Ang II pour une période de 5, 15, 30 et 60 min à 37°C. L' Ang II est ensuite lavée, et 
les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde (4%). La localisation des récepteurs est 
déterminée par immunofluorescence indirecte et visualisée à l'aide de la microscopie 
confocale. 
2.5.4. Technique de fimmm1ofluo:rescence indirecte. 
La technique utilisée a été modifiée de BRISMAR et al. (1998). En bref, les 
CEEDs et les CEEGs mises en culture sur des lamelles de 25 mm sont fixées pendant 10 
min dans une solution de paraformaldéhyde 4% (Cedarlane, Homby, ON) et sont ensuite 
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lavées deux fois pendant 5 min avec du PBS lX, pH 7.4. Les cellules à étudier sont 
ensuite incubées pendant l 0 min dans une solution de sodium borohydride (2mg/m1) 
(Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) afin de neutraliser les groupements aldéhydes, et sont 
lavées deux fois pendant 5 avec du PBS. Afin de perméabiliser les cellules et de 
bloquer les sites de liaison non-spécifique, les cellules sont incubées pendant 30 min dans 
une solution de Triton 0.1 % contenant 7% de sérum normal de chèvre (NGS) ou de lapin 
(NRS) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) et 5% de lait écrémé en poudre (Sigma-Aldrich, 
St-Louis, MO) à la température de la pièce. Par la suite, les cellules sont incubées avec 
l'anticorps primaire à 4°C pendant toute la nuit dans une solution de Triton 0.1 % 
contenant 1.4 % de NGS ou de ~'RS et 1 % de lait écrémé en poudre. Les préparations 
sont ensuite lavées deux fois pendant 5 min avec du PBS et sont incubées pendant une 
heure à la température de la pièce et à l'obscurité avec un anticorps secondaire 
fluorescent dans une solution de Triton 0.1 % contenant 1.4 % de NGS ou de NRS et 1 % 
de lait écrémé en poudre (BRISMAR et al., 1998). Finalement, les cellules sont 
visualisées en utilisant la microscopie confocale. 
2.5.5. Visualisation et quantification du ma:rqu.age par microscopie con.focale. 
Pour la visualisation et la quantification de l'intensité de fluorescence par 
microscopie confocale, les cellules sont mises en culture sur des lamelles de 25 mm de 
diamètre qui conviennent à la chambre d'expérimentation de lml de solution tampon 
(PBS). Pour toutes les expériences, la résolution des images est de 512 x 512 pixels avec 
une taille de pixel égale à 0.34µm. L'intensité du laser, l'acquisition photométrique, la 
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configuration du PMT (multiplicateur de photons) et les filtres sont maintenus constants 
durant les procédures expérimentales. Les échantillons sont balayés le long de 1' axe Z par 
sections sériées pour permettre la reconstruction tridimensionnelle et la prise de mesures 
du niveau de l'intensité de :fluorescence (BKi\ILY et al., 1997). 
Les paramètres utilisés pour la visualisation et la mesure de l'intensité de 
fluorescence de la sonde FITC par microscopie confocale sont les mêmes que les 
paramètres utilisés pour les mesures du Ca2+ avec le complexe Fluo-3-Ca2+. L'ouverture 
confocale est toujours de 100 µm. Les mesures de l'intensité de fluorescence sont 
exprimées soit en valeurs absolues selon l'échelle de pseudocouleur allant de 0 à 255, soit 
en pourcentage par rapport au contrôle. 
2.6. Immun.obuvardage western. 
2.6.1. Extraction des protéines. 
Pour les analyses d'expression des protéines des récepteurs AT1 et AT2 de l'Ang II 
au niveau des CEEDs et des CEEGs, les cellules sont mises en culture dans des boîtes de 
Pétri de 1 OO mm. Une fois à confluence, les cellules traitées sont lysées dans du tampon 
Laemmli lX ( Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8, sulfate de sodium dodécyl (SDS) 2%, glycérol 
10%, phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) l mM, bleu de bromophénol 0.005 %, 2-P-
mercaptoéthanol 5%). 
Les lysats cellulaires de la préparation sont par la suite bouillis pendant 5 min, 
soniqués puis bouillis à nouveau pour 5 min. Les concentrations protéiques de chacun des 
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lysats sont déterminées en utilisant le "Bicinchoninic acid protein assay reagent" (Pierce 
Chemical Co., Rockford, IL). Une courbe standard est établie avec l'albumine de sérum 
bovin (BSA) effectuée en parallèle pour chaque dosage. Il est à noter que tous les 
échantillons sont dosés en duplicata. 
2.6.2. Technique de i'immm:wbuvardage western. 
Des quantités équivalentes de protéines sont séparées par électrophorèse sur gel 
de polyacry1amide (10 %) (Tableau 1). 
Le gel de séparation est recouvert d'une solution protectrice lors de la 
polymérisation, qui peut être de l'eau bidistiHée ou du butanol. Cette couche, en isolant le 
gel de l'air, permet une polymérisation homogène. 
Les échantillons (70 µg) sont bouillis pendant 5 min avant d'être chargés dans les puits. 
La migration des protéines dure environ 4 heures. Le poids moléculaire des protéines est 
déterminé par une comparaison avec la migration d'un marqueur du poids moléculaire 
(15 à 200 kD; Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON). 
Le transfert des protéines est effectué sur une membrane de nitrocellulose (Amersham-
Pharmacia Biotech, Baie d'Urfe, QC) pendant 2 heures à une puissance de 200 watts dans 
un tampon de transfert ayant la composition suivante: Tris-base 25 mM, glycine 192 mM, 
SDS 0.1 %. À la fin du transfert, la membrane est récupérée et les protéines sont colorées 
au rouge Ponceau (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) pour visualiser les bandes et s'assurer 
du succès du transfert. Par la suite, ces bandes sont décolorées par 2 ou 3 lavages 
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Tableau 1 Composition des gels utilisés en immunobuvardage western. 
Produits Gel d'entassement Gel de séparation 
(4% acrylamide) 
Acrylamide 1.33 mL 7.5 mL 






SDS 10% 0.1 mL 0.3mL 
Eau bidistillée 6.0mL 14.6 mL 
Ammonium persulfate 
50 µL 150 µL 
10%* 
TEMED* 5 µL lOmL 
* Ces deux produits de polymérisation sont ajoutés au mélange au moment de 
couler le gel entre les plaques. 
TEMED: N, N, N', N' - Tetraméthyléthylènediamine. 
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successifs avec de l'eau (DESCHÊNES et al., 2001). 
2.6.3. Détection des antigènes. 
Pour bloquer les sites antigéniques non spécifiques, la membrane de nitrocellulose 
est incubée pendant au moins 2 heures à 25°C dans du TBS (Tris-HCl 10 mM, NaC1150 
mM, pH 8.0) ou du PBS (IX: NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HP04 10 mM, KH2P04 
1.8 mM, pH 7.4), contenant 5% de lait écrémé en poudre et 0.05% de Tween-20. La 
membrane est ensuite incubée pour toute la nuit à 4°C avec les anticorps primaires pour 
le récepteur AT 1 ou AT 2 qui sont dilués dans la solution de blocage à une dilution de 
1/200 et une concentration de 10 µg/mL, respectivement. 
Après trois rinçages de 10 minutes avec 0.05% TBS-Tween ou 0.05% PBS-
Tween, la membrane est incubée pour environ une heure à la température ambiante et en 
présence de l'anticorps secondaire, un anti-IgG de lapin conjugué à la peroxydase 
(Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfe, QC). Il est à noter que celui-ci est dilué 
dans la solution de blocage dans un rapport de l :5000. Par la suite, la membrane est lavée 
2 fois pendant 10 minutes avec 0.05 % de TBS-Tween ou 0.05 % PBS-Tween. Elle est 
ensuite lavée une fois avec du TBS ou PBS sans Tween. Par la suite, les complexes 
immuns sont détectés par cherniluminescence (ECL, Roche Diagnostics Co., 
Indianapolis, IN). L'énergie dégagée sous forme de lumière est visualisée par exposition 
sur film d'autoradiographie de type BIOMAX MR (Eastman Kodak Company, 
Rochester, NY) (DESCHÊNES et 2001). 
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Pour chaque western, et afin de s'assurer que les quantités de protéines chargées 
dans les puits sont équivalentes, un contrôle est réalisé avec l'a.-actine selon la méthode 
suivante: la membrane contenant les anticorps primaires et secondaires utilisés pour 
détecter la bande du récepteur AT 1 ou du récepteur AT 2, est hydratée avec de l'eau 
distillée, lavée 3 fois avec de la glycine (O. lM pH 2.9) et incubée avec celle-ci pendant 
30 min. La membrane est ensuite lavée 3 fois avec du TBS (lX) ou PBS (lX), puis 
incubée avec du TBS (lX) ou PBS (IX) contenant 5% de lait écrémé en poudre et 0.05% 
de Tween-20 à la température ambiante pour 3 heures, période durant laquelle les 
anticorps utilisés pour le récepteur AT 1 ou le récepteur AT 2 se détachent de la membrane. 
Celle-ci est alors marquée comme décrit précédemment pour la bande du récepteur AT 1 et 
du récepteur AT 2, mais cette fois en utilisant un anticorps primaire monoclonal de souris 
(Abcam Limited, lJK) dirigé contre l'a-actine, à une dilution de 1120000. L'anticorps 
secondaire utilisé est un IgG anti-souris conjugué à la peroxidase développé chez la 
chèvre et purifié par affinité (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). Cet anticorps est utilisé à 
une dilution de 1/1000. La bande de l'a.-actine est détectée par chemiluminescence 
comme décrit précédemment pour s'assurer que les quantités de protéines dans chaque 
puits sont équivalentes. 
2.7. Statistiques. 
Les niveaux d'intensité du calcium libre cytosolique et nucléaire ainsi que du 
marquage de l'Ang II et des récepteurs AT1 et AT2, sont représentés comme des valeurs 
moyennes d'intensité relative de fluorescence ou comme pourcentage d'augmentation ou 
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de diminution par rapport au contrôle. Tous les résultats sont exprimés en moyennes ± 
E.S.M (Erreur Sta.'1dard de la Moyenne) pour un nombre varié d'expériences 
indépendantes (n). Le nombre minimum d'expériences pour chaque protoco1e est de 3. La 
signification statistique est déterminée en utilisant le test Ai'JOV A des mesures répétées 
pour les valeurs partielles suivi du test Tukey-Kramer ou du test de Student-Newman-
Keuls avec la comparaison multiple pour établir la valeur statistique des résultats. Les 
valeurs de probabilité (P) inférieures à 0.05 (intervalle de confiance de 95%) sont 




3.1. Présence et distribution des réceptel.!rs à !'angiotensine U dans les cellules 
endothéliales endocardiques fœtales humaines. 
Dans ces séries d'expériences, nous avons étudié la présence et la distribution des 
récepteurs à l' Ang II dans les cellules endothéliales endocardiques (CEEs) fœtales 
humaines âgées de 20 semaines en utilisant les techniques d'immunofluorescence 
indirecte, d'immunobuvardage western ainsi que la microscopie confocale en 3-
dimension (3-D). 
3.1.1. Localisation et distribution du récepteur AT1 dans les CEEDs et les CEEGs 
fœtales humaines âgées de 20 semaines. 
La présence du récepteur AT1 a été déjà confirmée dans plusieurs types de 
cellules endothéliales vasculaires (CEVs) et plus précisément au niveau des cellules 
endothéliales de l'artère coronaire de rat (STOLL et al., 1995), de l'aorte de rat (PUEYO 
et al., 1996), de l'aorte de bovin (MONTON et al., 1997) et de la veine ombilicale 
humaine (DIMMELER et al., 1997). Nous avons donc voulu vérifier la présence et la 
distribution de ce type de récepteur dans les CEEs isolées du ventricule gauche (CEEGs) 
et du ventricule droit (CEEDs) des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. 
Dans une première série d'expériences, nous avons utilisé la technique 
d' immunofluorescence indirecte et un anticorps spécifique pour le récepteur AT 1 
(dilution l :250). Le marquage est observé par la microscopie confocale qui nous permet 
de visualiser en trois dimensions la distribution du récepteur AT 1 au niveau de nos 
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cellules ainsi que d'évaluer d'une façon semi-quantitative l'intensité de fluorescence de 
l' antisérnm du récepteur AT 1• Il est à noter que des contrôles négatifs sont effectués en 
parallèle en préincubant l'anticorps primaire avec une concentration élevée du peptide 
contrôle (dilution 1/50) et en incubant les cellules avec l'anticorps secondaire seul.. 
La figure 7 montre un exemple de l'image en 3-D (vue de haut) de la distribution 
et la densité relative du récepteur AT1 d'une CEED et d'une CEEG. Bien que le 
marquage au niveau du cytosol est faible d'une façon apparente (due à la faible intensité 
et à l'impression sur papier), le récepteur AT 1 semble être présent non seulement au 
niveau de la membrane plasmique mais aussi au niveau du cytosol et du noyau, avec une 
immunoréactivité bien marquée au niveau du noyau (incluant les membranes de 
l'enveloppe nucléaire) et ceci dans les CEEDs et les CEEGs. Par la suite, et à l'aide du 
programme de mesure "Image Space" de "Molecular Dynamics", nous avons pris des 
mesures semi-quantitatives de l'intensité de fluorescence de l'anticorps du récepteur AT1 
(conjugué à l'Alexa Fluor 488) au niveau du cytosol (incluant la membrane plasmique) et 
du noyau (incluant les membranes de l'enveloppe nucléaire) des CEEDs et des CEEGs. 
Les valeurs d'intensité de fluorescence au niveau des deux compartiments cellulaires sont 
calculées à partir de la distribution tridimensionnelle du récepteur AT 1 dans nos cellules. 
La figure 8 résume les résultats. Comme on peut voir dans cette figure, nos analyses 
statistiques des mesures semi-quantitatives suggèrent une différence dans la densité du 
récepteur AT 1 dans les deux compartiments cellulaires, aussi bien au niveau des CEEDs 
(p<0.0001) que des CEEGs (p<0.002). Pour les CEEDs, la moyenne de l'intensité de 
fluorescence del' Alexa Fluor conjugué à l'anticorps du récepteur AT1 est de 3.23 ± 0.28 
dans le cytosol et de 7.79 ± 0.79 dans le noyau (n=6). Pour les CEEGs, la moyenne de 
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Figure 7 Marquage immunofluorescent du :récepteur AT1 dans les CEEDs et 
les CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains agés de 20 semaines. 
Reconstruction en 3-D (vue de haut) d'une CEED (A) et d'une CEEG (B) isolées des 
cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines montrant l'immunoréactivité du récepteur 
AT 1. (E) contrôle négatif (CN) effectué en incubant les cellules avec le peptide contrôle 
fourni par la compagnie (dilution 1: 50) en présence de l'anticorps primaire. (F) contrôle 
négatif effectué en incubant les cellules avec l'anticorps secondaire seul. Les panneaux C, 
D, G et H représentent le marquage du noyau en utilisant la sonde des acides nucléiques, 
le syto-11, des cellules dans les panneaux A, B, E et F, respectivement. Ce récepteur est 
présent au niveau de la membrane plasmique et du cytosol avec une intensité de 
fluorescence plus élevée au niveau du noyau et ceci dans les CEEDs et les CEEGs. 
L'échelle de pseudocouleur représente l'intensité de fluorescence de l'anticorps du 
récepteur AT1 allant de 0 à 255. L'échelle de mesure en blanc est en µm. A, B, E et F 
sont quatre cellules différentes de quatre expériences différentes. 
0 255 
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Figure 8 Densité relative du récepteur AT 1 au niveau du cytosol (incluant la 
membrane plasmique) et du noyau (inclmmt les membranes de l'enveloppe 
nucléaire) des CEEDs et des CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains agés de 20 
semaines. 
Cet histogramme montre la densité du récepteur AT1 dans le cytosol (incluant la 
membrane plasmique) et le noyau (incluant les membranes de l'enveloppe nucléaire) des 
CEEDs et des CEEGs du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. Les valeurs sont 
présentées comme moyennes ± erreur standard de la moyenne. (*) comparaison du noyau 
vs le cytosol au niveau des CEEDs et des CEEGs (***p<0.0001 et **p<0.002, 
respectivement). (&) comparaison du noyau des CEEGs vs CEEDs (&& p<0.005). «n>> 
est le nombre d'expériences indépendantes. 
Densité relative du récepteur AT1 dans le cytosol (incluant la membrane plasmique) 
et le noyau (incluant les membranes de l'enveloppe nucléaire) des CEEDs et des 
CEEGs isolées des cœurs f œtaux humains âgés de 20 semaines. 
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l'intensité de fluorescence est de 3.90 ± 0.39 dans le cytosol et de 13.73 ± 1.80 dans le 
noyau (n=3). 
De plus, nos résultats suggèrent que la densité du récepteur AT 1 est plus élevée au 
niveau du cytosol et du noyau des CEEGs par rapport aux CEEDs et ceci plus 
particulièrement au niveau nucléaire (p<0.005). 
Dans une deuxième série d'expérience, nous avons utilisé la technique 
d'immunobuvardage western pour démontrer l'expression du récepteur AT1• Nous avons 
donc extrait et ensuite dosé les protéines totales des CEEDs et des CEEGs une fois à 
confluence en culture. 70 µg de protéines de ces cellules ont été soumis à une séparation 
par SDS-PAGE (10%) et ont été ensuite analysés par immunobuvardage avec le même 
anticorps AT1 (dilution 1: 200) que celui qui a été utilisé pour les expériences 
d'immunofluorescence. La figure 9 montre un exemple de cette série d'expériences 
(n=3), «n» correspondant au nombre d'extraits protéiques vérifiés par Western. Comme 
on peut le voir, 1' analyse de la bande de - 50 kDa correspondante aux récepteurs AT 1 
montre la présence de ce dernier au niveau des CEEDs et des CEEGs. 
3.1.2. Localisation et distribution du récepteur AT2 dans les CEEDs et les CEEGs 
fœtales humaines âgées de 20 semaines. 
Dans la littérature, il a été rapporté que le récepteur AT 2 est présent àans plusieurs 
types de CEVs telles les cellules endothéliales de l'artère coronaire de rat (STOLL et al., 
1995), de l'aorte de bovin (MONTON et al., 1997) et de la veine ombilicale humaine 
(DIMMELER et al., 1997). Nous avons voulu vérifier la présence et la distribution du 
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Figure 9 Présence du récepteur AT1 dans les CEEDs et ies CEEGs isolées des 
cœurs fœtaux humains agés de 20 semaines. 
Autoradiographie montrant les protéines totales des CEEDs et des CEEGs analysées par 
immunobuvardage avec l'anticorps AT1 (l/200). L'analyse de la bande de - 50 k.Da 
correspondante au récepteur AT 1 montre la présence de ce type de récepteur au niveau 
des CEEDs et des CEEGs. Le contrôle positif est un lysat de cellules totales de la lignée 
PC-12. 
CEE.Ds CEEG! Ctrl + 
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récepteur AT 2 dans les CEEGs et les CEEDs des cœurs fœtaux humains âgés de 20 
semames en utilisant les techniques d' immunofluorescence indirecte, 
d'immunobuvardage western et de microscopie confocale en 3-D. 
Dans une première série d'expériences, nous avons utilisé la technique 
d'immunofluorescence indirecte et un anticorps spécifique pour le récepteur AT 2 
(dilution 5 µg/ml). Des contrôles négatifs sont effectués en parallèle en préincubant 
l'anticorps primaire avec une concentration élevée du peptide contrôle (dilution 20 
µg/ml) et en incubant les cellules avec l'anticorps secondaire seul. Le marquage est 
visualisé à l'aide de la microscopie confocale qui nous permet de déterminer en 3-D la 
distribution du récepteur AT2 au niveau de nos cellules ainsi que de mesurer d'une façon 
semi-quantitative l'intensité de fluorescence de l'anticorps AT2 (couplé à l'Alexa Fluor 
488). La figure 10 montre un exemple de l'image en 3-D (vue de haut) de la distribution 
et la densité du récepteur AT2 d'une CEED et d'une CEEG. Bien que le marquage au 
niveau du cytosol est d'une façon apparente faible (due à la faible densité et à 
l'impression sur papier), le récepteur AT2 est présent non seulement au niveau de la 
membrane plasmique mais aussi au niveau du cytosol avec une immunoréactivité bien 
marquée au niveau du noyau (incluant les membranes de l'enveloppe nucléaire) et ceci 
dans les CEEDs et les CEEGs. Les valeurs d'intensité de fluorescence au niveau des deux 
compartiments cellulaires sont calculées à partir de la distribution tridimensionnelle du 
récepteur AT 2 dans nos cellules. La figure 11 résume les résultats. Cette figure montre 
une différence dans la densité du récepteur AT 2 dans les deux compartiments cellulaires, 
aussi bien au niveau des CEEDs que des CEEGs. Pour les CEEDs, la moyenne de 
l'intensité de fluorescence del' Alexa Fluor 488 conjugué à l'anticorps du récepteur AT2 
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Figure 10 Marquage immuno:fluorescent du récepteur AT 2 dans les CEEDs et 
les CEEGs isolées des cœurs fœtanx humains agés de 20 semaines. 
Reconstruction en 3-D (vue de haut) d'une CEED (A) et d'une CEEG (B) isolées des 
cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines montrant l'immunoréactivité du récepteur 
AT2 . (E) contrôle négatif (CN) effectué en incubant les cellules avec le peptide contrôle 
fourni par la compagnie (dilution 20 µg/ml) en présence de l'anticorps primaire. (F) 
contrôle négatif effectué en incubant les cellules avec l'anticorps secondaire seul. Les 
panneaux C, D, G et H montrent le marquage du noyau en utilisant la sonde des acides 
nucléiques, le syto-11, des cellules dans les panneaux A, B, E et F, respectivement. Ce 
récepteur est présent au niveau de la membrane plasmique et du cytosol avec une 
intensité de fluorescence plus élevée au niveau du noyau et ceci dans les CEEDs et les 
CEEGs. L'échelle de pseudocouleur représente l'intensité de fluorescence de l'anticorps 
du récepteur AT2 allant de 0 à 255. L'échelle de mesure en blanc est en µm. A, B, E et F 
sont quatre cellules différentes de quatre expériences différentes. 
0 255 
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Figure 11 Densité relative du récepteur AT 2 dans le cytosol (incluant la 
membrane plasmique) et le noyau (incluant les membranes de l'enveloppe 
nucléaire) des CEEDs et des CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 
semaines. 
Cet histogramme montre la densité du récepteur AT2 dans le cytosol (incluant la 
membrane plasmique) et le noyau (incluant les membranes de l'enveloppe nucléaire) des 
CEEDs et des CEEGs du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. Les valeurs sont 
présentées comme moyennes ± erreur standard de la moyenne. (*) comparaison noyau vs 
cytosol au niveau des CEEDs et des CEEGs (***p<0.0001 pour les deux types 
cellulaires).(&) comparaison cytosol et noyau des CEEGs vs CEEDs (&&& p<0.001 et 
& p<0.05, respectivement). <<n» est le nombre d'expériences indépendantes. 
Densité relative du récepteur AT2 dans le cytosol (incluant la membrane plasmique) 
et le noyau (incluant les membranes de l'enveloppe nucléaire) des CEEDs 
et des CEEGs isolées des cœurs f œtaux humains âgés de 20 semaines. 
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est de 1.79 ± 0.03 dans le cytosol et de 4.28 ± 0.31 dans le noyau (n=8). Nos études 
statistiques montrent que la différence est hautement significative (p<0.0001) entre le 
cytosol et le noyau. Pour 1es CEEGs, la moyenne de l'intensité de fluorescence est de 
2.00 ± 0.06 dans le cytosol et de 5.70 ± 0.67 dans le noyau (n=6). Nos études statistiques 
suggèrent également que la différence est hautement significative (p<0.0001) entre le 
cytosol et le noyau (figure 11). 
De plus, nos résultats suggèrent aussi que la densité du récepteur AT 2 est 
significativement plus élevée dans le cytosol et le noyau au niveau des CEEGs par 
rapport aux CEEDs (p<0.001 et p<0.05, respectivement). 
Dans une deuxième série d'expérience, et comme pour le récepteur AT 1, nous 
avons utilisé la technique d'immunobuvardage western pour confirmer les résultats que 
nous avons obtenus en immunofluorescence indirecte. Suite à l'extraction et au dosage 
des protéines totales des CEEDs et des CEEGs, 70 µg de protéines ont été soumis à une 
séparation par SDS-PAGE (10%) et ont été ensuite analysés par immunobuvardage avec 
le même anticorps AT 2 (dilution 10 µg/ml) que celui qui a été utilisé pour les expériences 
d'immunofluorescence. La figure 12 montre un exemple de cette série d'expériences 
(n=3). Comme on peut le voir, l'analyse de la bande de - 45 kD correspondante au 
récepteur AT2 montre la présence de ce dernier au niveau des CEEDs et des CEEGs. 
3.1.3. Présence et distribution du récepteur AT2 dans les CEEDs et les CEEGs 
isolées du cœur de rat adulte. 
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Figure 12 Présence du récepteur AT2 dans les CEEDs et les CEEGs isolées des 
cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. 
Autoradiographie montrant les protéines totales des CEEDs et des CEEGs analysées par 
immunobuvardage avec l'anticorps AT2 (10 µg/ml). L'analyse de la bande de~ 45 kDa 
correspondante au récepteur AT 2 montre la présence de ce type de récepteur au niveau 
des CEEDs et des CEEGs. 
CEEDs CEEGs 
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Il a été rapporté dans la littérature que le récepteur AT 2 est principalement exprimé durant 
le développement fœtal et plus spécifiquement au niveau du mésenchyme non-différentié 
de l'intestin et de l'estomac, du tissu conjonctif, du diapr.ragme, de langue, du 
mésenchyme adjacent au cartilage en développement (GRADY et al., 1991), du derme, 
de l'épiderme (GRA.DY et KA.LINY AK, 1993), ainsi que dans la glande surrénale, 
1' aorte, le rein et dans certaines régions du cerveau telles le cervelet, l'olive inférieure, et 
le locus coeruleus (DE GASP ARO, 2002). Cependant, son expression diminue 
rapidement après la naissance (GRADY et al., 1991; MATSlJBARA, 1998; HORn.JCHI 
et al., 1999; DE GASPARO, 2002), suggérant que le récepteur AT2 joue un rôle 
important durant le développement foetal. Chez le mammifère adulte, ce récepteur est 
exprimé dans certains tissus tels le cerveau (MILLAN et al., 1991; JOHREN et al., 
1996), le cœur (SAMYN et al., 1998; WANG et al., 1998), les reins et les glandes 
surrénales (BREAULT et al., 1996). Notre groupe a démontré que les cardiomyocytes 
isolés du cœur fœtal humain âgé de 19 et 20 semaines sont du point de vue 
électrophysiologique et pharmacologique très semblables aux cardiomyocytes isolés du 
cœur adulte de différentes espèces (BKAILY et al., 1995). De plus, nous avons 
récemment observé que le neuropeptide Y (NPY) augmente de façon dose-dépendante le 
calcium cytosolique et nucléaire des CEEDs et des CEEGs isolées du cœur fœtal humain 
âgé de 20 semaines avec des valeurs de EC50 identiques à celles observées au niveau des 
CEEDs et des CEEGs isolées du cœur de rat adulte (SADER, 2002; JACQUES et al., 
2003). Afin de montrer que la présence du récepteur AT2 n'est pas due au stade de 
développement embryonnaire des CEEs, nous avons vérifié si les CEEDs et les CEEGs 
isolées du cœur de rat adulte possèdent le récepteur AT 2. Le cœur de rat adulte a été 
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choisi dû au fait qu'il nous est impossible d'obtenir du cœur humain adulte. Nous avons 
donc utilisé la technique d'immunofluorescence indirecte et un anticorps spécifique pour 
le récepteur AT 2 (dilution 5 µg/ml) et avons observé le marquage par la microscopie 
confocale. Comme le montre la figure 13, la distribution du récepteur AT 2 dans les CEEs 
isolées du cœur de rat adulte est similaire à celle observée au niveau des CEEDs et des 
CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. Comme on peut le voir, le 
récepteur AT2 semble être présent non seulement au niveau de la membrane plasmique 
mais aussi au niveau du cytosol et du noyau des CEEDs et des CEEGs de rat adulte. Ces 
résultats suggèrent donc que la présence du récepteur AT 2 au niveau des CEEDs et des 
CEEGs d'origine fœtale humaine de 20 semaines ne serait pas due à leur stade de 
développement embryonnaire. Des études supplémentaires sont nécessaires afin de 
déterminer avec certitude que les CEEs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines 
sont des cellules électrophysiologiquement et pharmacologiquement semblables aux 
CEEs adultes. 
3.1.4. Localisation et distribution de l' Ang II dans les CEEDs et les CEEGs isolées 
des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. 
Il est bien connu que les cardiomyocytes contiennent toutes les composantes du 
système rénine-angiotensine et qu'ils sont capables de synthétiser localement del' Ang II 
(DZAU et al., 1987; PAUL et al., 1988; PAUL et al., 1990). De plus, il a été rapporté que 
les CEEs possèdent l'enzyme de conversion de 1' Ang II (ACE) (LANG et al., 1996). 
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Figure 13 Marquage immunofluorescent du récepteur AT 2 dans les CEEDs et 
les CEEGs isolées du cœur de rat adulte. 
Reconstruction en 3-D (vue de haut) d'une CEED (A) et d'une CEEG (B) isolées du 
cœur de rat adulte montrant l'immunoréactivité du récepteur AT2. Les panneaux C et D 
représentent le marquage du noyau en utilisant la sonde qui marque les acides nucléiques, 
le syto-11, des cellules dans les panneaux A et B respectivement. Ce récepteur est présent 
au niveau de la membrane plasmique, du cytosol et du noyau avec une intensité de 
fluorescence plus élevée au niveau de la membrane plasmique et du noyau et ceci dans 
les CEEDs et dans les CEEGs. L'échelle de pseudocouleur représente l'intensité de 
fluorescence de l'anticorps du récepteur AT2 allant de 0 à 255. L'échelle de mesure en 




Dans cette série d'expériences, nous avons donc voulu vérifier si les CEEDs et les 
CEEGs des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines contiennent de l 'Ang II en 
utilisant la technique d'immunofluorescence indirecte et un anticorps spécifique pour 
l' Ang II (dilution 5 µg/ml). Par la suite, le marquage est observé à l'aide de la 
microscopie confocale qui nous permet de déterminer en trois dimensions la distribution 
de l' Ang II au niveau de nos cellules ainsi que de mesurer d'une façon semi-quantitative, 
1' intensité de fluorescence de 1' anticorps de 1' Ang II (couplé à 1' Alexa Fluor 488). 
Comme on peut le remarquer dans la figure 14, 1' Ang II est distribué de façon homogène 
dans les CEEDs et les CEEGs avec une intensité de fluorescence comparable au niveau 
de la membrane plasmique, du cytosol et du noyau (incluant les membranes de 
l'enveloppe nucléaire). Nos mesures semi-quantitatives et nos études statistiques (figure 
15) montrent qu'il n'existe pas de différence significative dans la distribution de l'Ang II 
entre les CEEDs et les CEEGs et ceci autant au niveau du cytosol qu'au niveau du noyau. 
Il est à noter que des contrôles négatifs sont effectués en parallèle en incubant les cellules 
avec l'anticorps primaire en présence d'une concentration élevée de peptide contrôle (20 
µg/ml) et en incubant les cellules avec l'anticorps secondaire seul. 
3.2. Effet de diffürentes concen.t:rations d' Ang U: sur le niveau basal du [Cale et du 
[Ca]n des cellules endothéliales endocardiques fœtaies humaines âgées de 20 
semaines. 
Dans cette série d'expériences, nous avons vérifié si l'ajout de différentes 
concentrations d' Ang II extracel1ulaire module le niveau basal du calcium cytosolique 
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Figure 14 Marquage immunofluorescent de l' Ang II dans les CEEDs et les 
CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains agés de 20 semaines. 
Reconstruction en 3-D {vue de haut) d'une CEED (A) et d'une CEEG (B) isolées des 
cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines montrant l'immunoréactivité del' Ang IL (E) 
contrôle négatif (CN) effectué en incubant les cellules avec le peptide contrôle {20 µg/ml) 
en présence de l'anticorps primaire. (F) contrôle négatif effectué en incubant les cellules 
avec l'anticorps secondaire seul. Les panneaux C, D, G et H représentent le marquage du 
noyau des cellules des panneaux A, B, E et F, respectivement, en utilisant la sonde des 
acides nucléiques, le syto-11. L' Ang II est présent d'une façon homogène au niveau de la 
membrane plasmique, du cytosol et du noyau (incluant les membranes de l'enveloppe 
nucléaire) et ceci dans les CEEDs et dans les CEEGs. L'échelle de pseudocouleur 
représente l'intensité de fluorescence de l'anticorps de l' Ang II allant de 0 à 255. 
L'échelle de mesure en blanc est en µm. A, B, E et F sont quatre cellules différentes de 
quatre expériences différentes. 
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Figure 15 Densité relative de l' Ang U au niveau du cytosoi (induant la 
membrane plasmique) et du noyau (induant les membranes de l'enveloppe 
nudéaire) des CEEDs et des CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains agés de 20 
semaines. 
Cet histogramme montre la densité de l' Ang II dans le cytosol et le noyau (incluant 
l'enveloppe nucléaire) des CEEDs et des CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 
semaines. Les valeurs sont présentées comme moyennes ± erreur standard de la moyenne. 
<<TI» est le nombre d'expériences indépendantes. 
Densité relative de l' Ang II dans le cytosol (incluant la membrane plasmique) 
et le noyau (incluant les membranes de l'enveloppe nucléaire) des CEEDs 
et des CEEGs isolées des cœurs f œtaux humains âgés de 20 semaines. 
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([Ca]c) et calcium nucléaire ([Ca]n ) des cellules endothéliales endocardiques isolées à 
partir des cœurs foetaux humains âgés de 20 semaines. 
3.2. l. L' Ang II extracefüdaire augmente d'une façon dose-dépendante le niveau 
basai soutenu du [Ca]c et du [Ca] 11 des CEEDs et des CEEGs fœtales !rn.maines âgées 
de 20 semaines. 
Dans cette série d'expériences, nous avons étudié l'effet de concentrations 
croissantes d' Ang II extracellulaire (10.17 à 10·6 M) sur le niveau calcique basal soutenu 
cytosolique et nucléaire des CEEDs et des CEEGs isolées à partir des cœurs fœtaux 
humains âgés de 20 semaines. 
La figure 16 montre un exemple de l'effet dose-dépendant del' Ang II sur le [Ca]c 
et [Ca]n d'une CEED (panneaux A à E) et d'une CEEG (panneaux G à K). 
L'enregistrement est fait après que chaque concentration d' Ang II a induit un effet 
soutenu. Nous pouvons distinguer dans cette figure, la distribution calcique soutenue 
cytosolique et nucléaire au niveau contrôle et suite à la stimulation par l' .Ang II à des 
concentrations de 10·16, 10·12, 10·9 et 10·6 M. Au niveau contrôle et suite à l'ajout des 
différentes concentrations d' Ang II, le Ca2+ libre est plus élevée au niveau du noyau par 
rapport au cytosol. Il est à noter que l'intensité de fluorescence du complexe Fluo-3/Ca2+ 
est indiquée selon une échelle en pseudo-couleur, où la couleur noire représente 
l'intensité zéro de la concentration du Ca2+, alors que la couleur blanche représente 
l'intensité maximale. À la fin de chaque expérience, le noyau des cellules est marqué par 
la sonde des acides nucléiques, le syto-11, (figures 16 F et L) afin de déterminer l' attribu-
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Figure 16 Une expérience représentative de l'effet de différentes concentrations 
d' Ang H sur les niveaux soutenus du [Ca]c et [Ca]n des CEEDs et des CEEGs isolées 
du coeur fœtal humain âgé de 20 semaines étudié en microscopie confocale. 
Distribution et intensité de fluorescence en 3-D (vue de haut) basale soutenue cytosolique 
et nucléaire du complexe Fluo-3/Ca2+ en absence d' .1\ng II dans une CEED (A) et une 
CEEG (G) isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. Les panneaux B, C, D et E 
représentent la distribution et l'intensité de fluorescence cytosolique et nucléaire soutenue 
du complexe Fluo-3/Ca2+ d'une CEED en présence de différentes concentrations d' Ang 
II i.e 10·16, 10·12, 10·9 et 10-6 M, respectivement. Les panneaux H, I, Jet K représentent la 
distribution et l'intensité de fluorescence cytosolique et nucléaire soutenue du complexe 
Fluo-3/Ca2+ d'une CEEG en présence de différentes concentrations d'Ang II i.e 10·16, 10-
12, 10·9 et 10·6 M, respectivement. (F et L) Délimitation du noyau à la fin de l'expérience 
à l'aide de la sonde des acides nucléiques, le syto-11. L'échelle de pseudo-couleur 
représente l'intensité de fluorescence du complexe Fluo-3/Ca2+ de 0 à 255. La couleur 






tion de la réponse calcique au niveau nucléaire. De plus, ce marquage permet par la suite 
d'analyser le niveau de calcium libre à l'intérieur du noyau. Il est à noter que les mesures 
d'intensité de fluorescence du complexe Fiuo-3/ Ca2+ sont obtenues grâce à l'analyse de 
la distribution tridimensionnelle effectuée à partir d'images optiques sériées générées par 
la microscopie confocale. 
Les pam1eaux A et C de la figure 17 montrent la compilation des résultats obtenus en 
microscopie confocale de l'effet de l'ajout des doses croissantes d'Ang II extracellulaire 
sur les niveaux calciques libres soutenus cytosolique et nucléaire dans les CEEDs (figure 
17 A) et les CEEGs (figure l 7C) du cœur âgé de 20 semaines. Les figures 17 B et D 
montrent les courbes dose-réponses de l'effet de l' Ang II sur le niveau du calcium 
soutenu cytosolique et nucléaire dans les CEEDs (figure l 7B) et les CEEGs (figure l 7D) 
isolées du cœur fœtal âgé de 20 semaines. Comme nous pouvons le remarquer sur la 
figure 17 A, le niveau du Ca2+ libre nucléaire basal ([Ca] 0 ) soutenu en absence d' Ang II 
(60.9 ± 4.3; n=l2) est supérieur à celui du calcium libre cytosolique ([Ca]c) (30.5±1.3; 
n=12). Il est à noter que cette différence est maintenue en présence de toutes les 
concentrations d' Ang II utilisées. Des concentrations d' Ang II de 10·17 M, 10·16 M et 
10·15 M n'affectent pas de façon significative les niveaux du [Ca]c et du [Ca]0 par rapport 
au contrôle (cytosol 10·17 M: 33.0 ± 1.3, noyau 10·17 M: 73.4 ± 4.5; cytosol 10·16 M: 
34.2 ± 1.4, noyau 10·16 M: 81.7 ± 4.6; cytosol 10·15 M: 36. l ± 1.6, noyau 10·15 M: 92.2 ± 
5.7; n=12). Une concentration de 10·14 Met de 10·13 M d'A.ng II induit une augmentation 
significative du [Ca]n (noyau 10·14 M: 105.8 ± 7.1; p<0.01, noyau 10·13 M: 113.2 ± 7.8; 
p<0.001) mais pas du [Ca]c (cytosol 10·14 M: 38. l ± 1.8, cytosol 10·13 M: 39.4 ± 2.0); 
n=12. L'ajout d' Ang II à une concentration de 10·12 M, induit une augmentation 
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Figure 17 Effet de différentes concentrations d' Ang II sur les niveaux soutenus 
du [Ca]c et du [Ca]n des CEEDs et des CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 
20 semaines. 
Dans les panneaux A et B, l' Ang II à des concentrations entre 10·17 M et 10-6 M induit 
une augmentation dose-dépendante du [Ca]c et [Ca]n libre dans les CEEDs du cœur fœtal 
humain âgé de 20 semaines. (A) Une augmentation significative du niveau [Ca]n est 
obtenue à une concentration de 10·14 M. À partir d'une concentration de 10·12 M, 
l'augmentation devient significative dans le cytosol et le noyau. L'augmentation soutenue 
des niveaux du [Ca]c et du [Ca]n libre atteint un maximum à une concentration de 10·6 M 
d' Ang II. (B) Les valeurs de EC50 sont de 7.4 x 10·12 M pour le cytosol et de 9.4 x 10·12 M 
pour le noyau. Dans les panneaux C et D, l' Ang II à des concentrations entre 10·17 M et 
10-6 M induit une augmentation dose-dépendante du [Ca]c et [Cajn libre dans les CEEGs 
isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. (C) Une augmentation significative du 
niveau [Ca]n est obtenue à une concentration de 10·14 M. À partir d'une concentration de 
10·13 M, l'augmentation devient significative dans le cytosol et le noyau. L'augmentation 
soutenue des niveaux du [Ca]c et du (Ca]n libre atteint un maximum à une concentration 
de 10-6 M d' Ang H. (D) Les valeurs de EC50 sont de 1.5 x 10·13 M pour le cytosol et de 
2.3 x 10·13 M pour le noyau. Les valeurs sont présentées comme moyennes ± erreur 
standard de la moyenne de 3 à 12 expériences. «TI» est le nombre d'expériences. *p<0.05 
**p<0.01 ***p<0.001. 
Effet de concentrations croissantes d' Ang II sur le niveau soutenu 
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significative du (Ca2+]c (cytosol 10-12 41.9 ± 2.0; p<0.01) et hautement significative 
du [Ca]n (noyau 10-12 M: 127.4 ± 8.8; p<0.001); n=12. L'ajout d'une concentration de 10-
ll M d' Ang II induit une augmentation hautement significative du [Ca]c et du [Ca)n 
(cytosol 10-11 M: 44.3 ± 2.0, noyau 10-11 M: 138.9 ± 8.3; p<0.001, n=12). L'effet 
maximal au niveau cytosolique est observé à une concentration près de 10-8 M. A 10-6 M 
d'Ang II, le niveau du [Ca]cest de 53.3 ± 2.7 et du [Ca)n est de 191.4 ± 9.0; n=9. 
La figure l 7C montre l'effet des doses croissantes d' Ang II sur les niveaux 
calciques soutenus cytosolique et nucléaire des CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains 
âgés de 20 semaines. Les niveaux de [Ca]n basal soutenu en absence d'Ang II (87.6 ± 6.0; 
n=3) sont supérieures à ceux du [Ca]c (38.6 ± 2.5; n=3). Cette différence est maintenue en 
présence de toutes les concentrations d' Ang II utilisées. Des concentrations aussi faibles 
que 10-17 M, 10-16 M et 10-15 M d'Ang II n'affectent pas de façon significative les 
niveaux du [Ca]c et du (Ca]n par rapport au contrôle (cytosol 10-17 M: 40.4 ± 2.3, noyau 
10-17 M: 94.5 ± 7.3; cytosol 10-16 M: 41.6 ± 1.7, noyau 10-16 M: 100.2 ± 7.1; cytosol 10-15 
M: 43.6 ± 1.6, noyau 10-15 M: 111.0 ± 8.2; n=3). L' Ang II à une concentration de 10-14 M 
induit une augmentation significative du [Ca]n (122.6 ± 6.6; p<0.05) mais pas du [Ca]c 
(45.5±1.3); n=3. L'ajout d' Ang II à une concentration de 10·13 M, induit une 
augmentation significative du [Ca2+]c (48.0 ± 0.9; p<0.01) et du [Ca]0 (130.0±5.5; 
p<0.01); n=3. A partir d'une concentration de 10-12 M, l' Ang II induit une augmentation 
hautement significative du [Ca]c et du [Ca]n (cytosol io-12 M: 51.2 ± 0.2, noyau 10·12 M: 
138.5 ± 4.5, p<0.001; n=3). L'effet maximal est observé à une concentration de 10-8 M. A 
10-6 M d'Ang II où le niveau du [Ca]c est de 57.2 ± 0.8 et du [Ca]n est de 173.5 ± 8.1; 
n=3. 
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Les panneaux B et D de la figure 1 7 montrent les courbes dose-réponses de l'effet 
de l' Ang II sur les niveaux soutenus du calcium cytosolique et nucléaire dans les CEEDs 
et les CEEGs isolées du cœur fœtal âgé de 20 semaines. Comme nous pouvons constater, 
1' Ang II à des concentrations de 10-i ï à 10-8 M, induit une augmentation dose-
dépendante du (Ca]c et du [Ca]n· La valeur de l'EC50 pour les CEEDs est de 7.4 x 10·
12 M 
pour le cytosol et 9.4 x 10·12 M pour le noyau (n=9-12), alors que pour les CEEGs, l'EC50 
est de 1.5 x 10·13 M pour le cytosol et de 2.3 x 10·13 M pour le noyau (n=3). 
En conclusion, ces résultats montrent que l' Ang II induit une augmentation 
concentration-dépendante du [Ca]c et du [Ca]n au niveau des CEEDs et des CEEGs 
isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines avec des EC50 de l'ordre de 10·
12 M 
(cytosol et noyau) et de 10·13 M (cytosol et noyau) pour les CEEDs et les CEEGs, 
respectivement. De plus, l'augmentation soutenue du [Ca]c et du [Ca]n induite par l' Ang 
II extracellulaire est bloquée par l'application extracellulaire du chélateur calcique, 
l'EGTA (résultats non-montrés). Ces résultats suggèrent donc qu'au niveau de ces 
cellules, l'augmentation calcique soutenue nucléaire induite par l' Ang II extracellulaire 
est due en grande partie à l'augmentation de l'influx calcique à travers la membrane de 
surface. 
3.3. Effet de Padministrafüm extrncefüdaire des antagonistes des récepteurs AT 1 
(iosartan) et AT2 (PD123319), sur l'augmentation smltenue du [Ca]c et du [Ca]n 
induite par i' Ang II (10-12 M) dans les CEEDs et les CEEGs isolées du cœur fœtal 
humain âgé de 20 semaines. 
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Dans cette série d'expériences, nous avons vérifié si l'augmentation soutenue du 
[Ca}c et du [Ca]n induite par l' Ang II dans les CEEDs et les CEEGs du cœur fœtal âgé de 
20 semaines est relayée via 1' activation des récepteurs AT 1 et/ou AT 2• La concentration 
d' Ang II choisie pour effectuer ces expériences est de 10·12 M, concentration équivalente 
à l'EC50 pour les CEEDs et très près de l'EC50 des CEEGs. Il est à noter que cette 
concentration est capable de produire une augmentation soutenue statistiquement 
significative mais non saturante du calcium cytosolique et nucléaire. 
En utilisant la technique d'immunofluorescence indirecte et la microscopie 
confocale, nous avons démontré la présence du récepteur AT 1 dans les CEEDs et les 
CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. Afin d'étudier le rôle de ce 
récepteur dans la réponse calcique induite par l 'Ang II, nous avons utilisé le losartan, un 
antagoniste spécifique du récepteur AT1 (TIMMERt\1ANS et al., 1993). 
Dans cette série d'expériences, en utilisant la microscopie confocale et la sonde 
Fluo-3/AM sensible au calcium, nous avons testé l'effet du prétraitement des CEEDs et 
des CEEGs avec le losartan sur l'augmentation soutenue du [Ca]c et du [Ca]n induite par 
1' Ang II. La figure 18 montre un exemple typique du niveau de [Ca)c et de [Ca]n des 
CEEDs (panneaux A et B) et des CEEGs (panneaux D et E) isolées des cœurs fœtaux 
humains âgés de 20 semaines. Les panneaux A et B de la figure 19 illustrent la moyenne 
des mesures des niveaux du [Ca]c et du [Ca]n des CEEDs (n=7) (figure 19A) et des 
CEEGs (n=3) (figure 19B). Les CEEDs et les CEEGs sont incubées pendant 15 minutes 
en présence de 10·7 M de losartan, une concentration connue pour complètement bloquer 
le récepteur AT1 (SHAO et al., 1998). Pour les CEEDs et comme l'illustre la figure 19A, 
en présence du losartan, le niveau de [Ca]c est de 28.2 ± 1.3 tandis que le niveau de [Ca]n 
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Figure 18 Expérience représentative de l'effet préventif de l'antagoniste du 
récepteur ATi, le fosarbm, sur l'augmentation soutem.1e du niveau de [Ca]c et de 
[Ca] 0 induite par l'Ang II dans les CEEDs et les CEEGs isolées du cœur fœtal 
humain âgé de 20 semaines. 
En présence du losartan (10-7 M), les CEEDs (A) et les CEEGs (D) montrent un niveau 
de (Ca]i soutenu légèrement plus élevé dans le noyau en comparaison avec le cytosol. En 
présence du losartan, l'addition de 1' Ang II à une concentration de 10-12 M, n'affecte pas 
les niveaux du [Ca]c et du [Ca]n des CEEDs (B) et des CEEGs (E). (Cet F) Délimitation 
du noyau à l'aide de la sonde des acides nucléiques, le syto-11. La représentation des 
images est indiquée selon une échelle de pseudo-couleur représentant l'intensité de 
fluorescence du complexe Fluo-3/Ca2+ allant de 0 à 255. La couleur des panneaux Cet F 





Figure 19 Effet préventif de l'antagoniste du récepteur AT i, le losartan, sur 
l'augmentation soutenue du [Ca]c et du [Ca] 0 induite par l' Ang II dans les CEEDs et 
les CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. 
Ces histogrammes représentent la mesure de l'intensité de fluorescence du [Ca]c et du 
[Ca]n des CEEDs (A) et des CEEGs (B) isolées du cœur fœtal âgé de 20 semaines. En 
présence de l'antagoniste du récepteur AT 1, le losartan, l'addition de l'Ang II (10-12 M) 
n'induit pas une augmentation du [Ca]c et du [Ca]n au niveau des CEEDs (A) et des 
CEEGs (B). Les valeurs sont représentées comme moyennes ± erreur standard de la 
moyenne avec le nombre d'expériences indiqué entre parenthèses. Pour les mesures du 
calcium en 3-D, les valeurs de l'intensité de fluorescence calcique cytosolique et 
nucléaire sont obtenues à partir de cellules reconstruites en 3-D, suite à 1' enregistrement 
d'images optiques sériées. 
Effet préventif de l'antagoniste du récepteur AT1, le losartan, sur l' augmentation soutenue du [Ca]c et du [Ca]0 induite 
par I' Ang II dans les CEEDs et les CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. 
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est de 58.1±5.3 (n=7). L'addition d'A.ng II à une concentration de 10-12 M n'affecte pas 
le niveau de (Ca]c et de [Ca]n (cytosol: 28.5±1 noyau: 58.2±5.2; n=7). Pour les CEEGs, 
comme on peut le remarquer dans la figure 19B, en présence de l'antagoniste, le niveau 
de [Ca]c est de 22.4 ± 0.8 tandis que le niveau de [Ca]n est de 33.2 ± 3.2 (n=3). L'addition 
de 1' A.ng II à une concentration de 10-12 M n'affecte pas le niveau de [Ca]c et de [Ca]n 
(cytosol: 23.6 ± 1.5; noyau: 35.0 ± 3.4; n=3). Ces résultats montrent que le losartan, un 
antagoniste du récepteur AT 1, est cap ab le de complètement prévenir l'effet de 1 'A.ng II 
sur la réponse calcique cytosolique et nucléaire des CEEDs et des CEEGs isolées du cœur 
fœtal humain âgé de 20 semaines suggérant donc une implication du récepteur AT 1 dans 
la réponse calcique soutenue induite par l' A.ng II au niveau de ces cellules. 
En utilisant la technique d'immunofluorescence indirecte et la microscopie 
confocale, nous avons déjà démontré la présence du récepteur AT 2 dans les CEEDs et les 
CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. Afin de vérifier si ce récepteur 
participe aussi à l'effet de l' A.ng II au niveau de ces cellules, nous avons utilisé le 
PD123319, un antagoniste spécifique du récepteur AT2, à une concentration de 10-
7 M. 
En utilisant la microscopie confocale et la sonde Fluo-3/ AM sensible au calcium, 
nous avons testé l'effet du prétraitement des CEEDs et des CEEGs avec le PD 123 319 sur 
l'augmentation soutenue du [Ca]c et du [Ca]n induite par l'A.ng II. La figure 20 montre un 
exemple des niveaux de [Ca]c et de [Ca]n d'une CEED (panneaux A et B) et d'une CEEG 
(panneaux D et E) isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. Les CEEDs et 
les CEEGs sont incubées pendant 15 minutes en présence de 10-7 M de PD123319. 
Comme l'illustre la figure 20, l'antagoniste, le PD123319, ne prévient pas l'augmentation 
soutenue dans le niveau de [Ca]c et de [Ca]n véhiculée par l' A.ng II (l 0-12 M). Ces 
102 
Figure 20 Expérience représentative de l'effet préventif de l'antagoniste du 
:récepteur AT2, le PD123319, sur l'augmentation sm.dem.1e du niveau de [Ca]c et de 
[Ca] 0 induite par l' Ang H dans les CEEDs et les CEEGs isolées du cœu.r fœtal 
humain âgé de 20 semaines. 
En présence du PD123319 (10-7 M), une CEEDs (A) et une CEEGs (D) montrent un 
niveau de [Ca]i légèrement plus élevé dans le noyau en comparaison avec le cytosol. En 
présence du PD123319, l'addition de l'Ang II à une concentration de 10-12 M, cause une 
augmentation dans les niveaux du [Ca]c et du [Ca] 0 de la CEED (B) et de la CEEG (E). 
(Cet F) Délimitation du noyau à l'aide de la sonde des acides nucléiques, le syto-11. La 
représentation des images est indiquée selon une échelle de pseudo-couleur représentant 
l'intensité de fluorescence du complexe Fluo-3/Ca2+ allant de 0 à 255. La couleur du 





résultats suggèrent donc que le récepteur AT 2 n'est pas impliqué dans la réponse calcique 
soutenue induite par 1 'Ang II au niveau de ces cellules. 
3.4. L 'Ang II extraceihdaire induit fa mobmsatfon de ses récepteurs dans les CEEDs 
et les CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. 
Très récemment, Bkaily et al. (2003) ont démontré que dans les cellules du 
muscle lisse vasculaire humain exprimant normalement le récepteur AT 1 ou surexprimant 
le récepteur AT 1 ou le récepteur AT 1 couplé à la GFP, l' Ang II (10-9 et 104 M) induit 
l'internalisation et la translocation nucléaire de ce type de récepteur. Comme mentionné 
auparavant, les récepteurs AT, et AT 2 sont présents au niveau des CEEDs et des CEEGs 
provenant de fœtus âgés de 20 semaines. Nous avons donc voulu vérifier si comme pour 
les récepteurs AT1 au niveau des cellules du muscle lisse vasculaire, l' Ang II 
extracellulaire induit une mobilisation des récepteurs AT 1 et AT 2 au niveau des CEEDs et 
des CEEGs. 
3.4.1. L'Ang II extrncelhdaire induit la mobilisation du récepteur AT1 dans les 
CEEDs et les CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines, 
Dans cette série d'expériences, les CEEDs et les CEEGs ont été traitées avec 
10·9 M d' Ang II (une concentration qui produit un effet presque maximal sur le [Ca]i) 
pendant 5, 15, 30 et 60 minutes afin de vérifier si 1' Ang II extracellulaire stimule la 
mobilisation du récepteur AT l · Pour étudier ce phénomène, nous avons utilisé la 
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technique d'immunofluorescence indirecte couplée à la microscopie confocale en 3-D. 
Ces 2 méthodes utilisées simultanément permettent de visualiser d'une façon claire et 
précise la localisation des récepteurs dans nos cellules. Les figures 21 et 22 illustrent un 
exemple type pour les CEEDs et les CEEGs, respectivement tandis que la figure 23 
montre la compilation des résultats. Il est à noter que les mesures de l'intensité de 
fluorescence sont faites par unité de surface. Lorsqu'on regarde les cellules sur l'écran de 
l'ordinateur, le marquage est plus visible que lorsqu'on imprime l'image en 3-D des 
cellules sur papier. 
La figure 21A montre qu'en condition contrôle (cellules non-traitées), le récepteur AT1 
est localisé partout dans les CEEDs et plus particulièrement au niveau du noyau (cytosol: 
2.55 ± 0.10, noyau: 6.12 ± 0.51; n=6). Comme nous pouvons le distinguer dans cette 
figure et la figure 23, suite à un traitement des CEEDs avec 10-9 M d' Ang II pendant 5 
min, il y a une augmentation hautement significative de l'intensité de fluorescence du 
récepteur AT 1 par rapport au contrôle et ceci de 42% (par rapport au contrôle) au niveau 
du cytosol et de 72% au niveau du noyau (Ang II 10-9 M après 5 min: cytosol: 3.61 ± 
0.24, noyau: 10.56 ± 0.56; p<0.0001; n= 4). Après 15 et 30 min de traitement, cette 
augmentation reste hautement significative et ceci de 50% et 52% au niveau du cytosol 
respectivement, et de 88% et 95% au niveau du noyau respectivement (Ang II l 0-9 M 
après 15 min: cytosol: 3.81 ± 0.31; noyau: 11.49 ± 0.88; n=6; Ang Il 10-9 M après 30 
min: cytosol: 3.88 ± 0.26; noyau: 11.93 ± 0.73; n=5; p<0.0001). Après 60 min de 
traitement avec 10-9 M d' Ang nous remarquons que l'intensité de fluorescence du 
récepteur AT1 diminue au niveau du cytosol et du noyau tout en restant significativement 
plus élevé (une augmentation de 42% et 44%, respectivement) par rapport au contrôle et 
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Figu:re 21 Expé:rience :rep:résentative de l'effet de l' Ang H extraceHulai:re sur la 
mobilisation du récepteur AT1 dans les CEEDs isolées du cœur fœtal humain âgé de 
20 semaines. 
(A) Reconstruction en 3-D (vue d'en haut) d'une CEED non-traitée. Les cellules 
expriment le récepteur AT 1 au niveau de la membrane plasmique, du cytosol et du noyau 
avec une immunoréactivité plus marquée au niveau nucléaire. (C et E) Reconstruction en 
3-D d'une CEED montrant l'immunoréactivité du récepteur AT 1 suite au traitement avec 
de l' Ang Il 10-9 M après 30 min et 60 min, respectivement. (G) contrôle négatif effectué 
en incubant les cellules avec l'anticorps secondaire seul. Après 30 min, l 'i\ng Il induit 
une augmentation hautement significative de l'intensité de fluorescence des récepteurs 
AT 1 au niveau du cytosol et du noyau par rapport aux cellules non-traitées (contrôle) 
tandis qu'après 60 min, celle-ci diminue en restant significativement plus élevée que les 
valeurs obtenues en condition contrôle (cellules non-traitées). (B, D, F et H) Délimitation 
du noyau à l'aide du syto-11 des cellules des panneaux A, C, E et G, respectivement. 
L'échelle de pseudocouleur représente l'intensité de fluorescence de l'anticorps du 
récepteur AT1 allant de 0 à 255. La couleur dans les panneaux B, D, F et H n'a aucune 













Figure 22 Expérience représentative de l'effet de l'Ang II extracelhdaire sur ia 
mobilisation du récepteur AT1 dans les CEEGs isolées du cœur fœta! humain âgé de 
20 semaines. 
(A) Reconstruction en 3-D (vue d'en haut) d'une CEEG non-traitée. Les cellules 
expriment le récepteur AT 1 au niveau de la membrane plasmique, du cytosol et du noyau 
avec une immunoréactivité plus marquée au niveau nucléaire. (C et E) Reconstruction en 
3-D d'une CEEG montrant l'immunoréactivité du récepteur AT1 suite au traitement avec 
de l'Ang II 10-9 M après 30 min et 60 min, respectivement. Après 30 min, l'Ang II induit 
une diminution hautement significative des récepteurs AT 1 au niveau du cytosol et du 
noyau par rapport aux cellules non-traitées tandis qu'après 60 min, l' Ang II induit une 
augmentation du récepteur AT1 seulement au niveau du noyau par rapport aux cellules 
traitées avec l' Ang II pendant 30 min. (B, D et F) Délimitation du noyau à l'aide du syto-
11 des cellules des panneaux A, C et E, respectivement. L'échelle de pseudocouleur 
représente l'intensité de fluorescence de l'anticorps du récepteur AT 1 allant de 0 à 255. 
La couleur dans les panneaux B, D et F n'a aucune valeur mesurable. L'échelle de 









Figure 23 Effet de l' Ang H extrnceHulaire sur la mobilisation du récepteur AT 1 
dans les CEEDs et les CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. 
Au niveau des CEEDs (barres ou histogrammes en couleur rose), l'Ang II à une 
concentration de 10-9 M induit une augmentation hautement significative de 
l'immunoréactivité du récepteur AT 1 au niveau du cytosol et du noyau après 5 min de 
traitement. Cette augmentation demeure hautement significative au niveau des 2 
compartiments cellulaires après 15 min et 30 min de traitement. Il est à noter qu'après 60 
min de traitement à l' Ang II (10-9 M), il y a une diminution (par rapport à 30 min de 
traitement) de l'intensité de fluorescence du récepteur AT1 au niveau du cytosol et du 
noyau vers des niveaux qui sont toujours significativement plus élevées que les valeurs 
contrôles. 
Au niveau des CEEGs (barres ou histogrammes en couleur blue), l' Ang II à une 
concentration de 10-9 M induit une diminution de l'immunoréactivité du récepteur AT 1 à 
la fois dans le noyau et dans le cytosol. Cette diminution devient significative dans les 2 
compartiments cellulaires après 15 min de traitement et hautement significative après 30 
min de traitement. Il est à noter qu'après 60 min de traitement à l'Ang II (10-9 M), 
l'intensité de fluorescence du récepteur AT1 tend à réaugmenter seulement au niveau du 
noyau et ce par rapport à 30 min de traitement. (*) comparaison par rapport au contrôle. 
(&) comparaison 30 min versus 15 min. (+) comparaison 60 min versus 30 min. * 
p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001; & p<0.05; + p<0.05. Les valeurs sont présentées en 
moyenne± ESM. «n» est le nombre d'expériences indépendantes. 
Effet del' Ang II extracellulaire (10-9 M) sur la mobilisation du récepteur AT1 
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ce au niveau des 2 compartiments cellulaires (cytosol: 3.63 ± 0.27, noyau: 8.83 ± 0.98; 
p<0.05; n=4). 
Tout comme les CEEDs, nos résultats montrent qu'en condition contrôle (cellules 
non-traitées), récepteur AT1 est localisé dans tous les compartiments cellulaires des 
CEEGs (Figure 22A) et plus particulièrement au niveau du noyau (cytosol: 4.28 ± 0.10, 
noyau: 15.25 ± 1.37; n=3). Cependant, le traitement des CEEGs avec une concentration 
d' Ang II de 10·9 M produit des effets opposés à ceux obtenus au niveau des CEEDs 
(figure 23). Comme nous pouvons remarquer dans la figure 22 et dans la figure 23, suite 
à un traitement des CEEGs avec 10·9 M d' Ang II pendant 5 min, il n'y a pas d'effet 
significatif sur l'intensité de fluorescence du récepteur AT1 par rapport au contrôle (Ang 
II 10·9 M 5 min: cytosol: 4.17 ± 0.23, noyau: 12.75 ± 0.77; n=3). Cette diminution 
devient significative après 15 min de traitement avec 10·9 M d' Ang II à la fois dans le 
cytosol (24%) et dans le noyau (29%) (Ang II 10·9 M 15 min: cytosol: 3.26 ± 0.26, 
noyau: 10.77 ± 0.94; p<0.05; n=4). Cet effet devient hautement significatif dans les 2 
compartiments après 30 min de traitement (27% et 50% respectivement dans le cytosol et 
le noyau; Ang II 10·9 M 30 min: cytosol: 3.10 ± 0.14; p<0.01, noyau: 7.59 ± 0.66; 
p<0.001; n=7). Après 60 min de traitement, il y a une réaugmentation (par rapport à 30 
min de traitement) de l'intensité de fluorescence du récepteur AT 1 seulement au niveau 
du noyau (.t\ng II 10-9 M 60 min: cytosol: 3.37 ± 0.36, noyau: 11.25 ± 1.93; p<0.05; n=4). 
3.4.2. L 'Ang II extrncelhdafre induit fa mobHisatfon du récepteur AT 2 dans les 
CEEDs et les CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. 
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Dans cette série d'expériences et comme pour le récepteur AT1, les CEEDs et les 
CEEGs ont été traitées avec 10-9 M d'Ang II pendant 5, 15, 30 et 60 minutes, afin 
vérifier si l' Ang II extracellulaire stimule aussi la mobilisation du récepteur AT 2. Pour 
étudier ce phénomène, nous avons utilisé la technique d'immunofluorescence indirecte 
couplée à la microscopie confocale en 3-D. Les figures 24 et 25 illustrent un exemple 
type pour chaque type cellulaire et la figure 26 montre la compilation des résultats. 
La figure 24A montre qu'en condition contrôle (cellules non-traitées), le récepteur AT2 
est localisé au niveau de la membrane plasmique, du cytosol et plus particulièrement au 
niveau du noyau des CEEDs (cytosol: 1.78 ± 0.03, noyau: 4.28 ± 0.31; n=6). Comme le 
montre cette figure et la figure 26, suite à un traitement des CEEDs avec 10-9 M d'Ang II 
pendant 5 min ou 15 min, il ne semble pas avoir d'effet sur les niveaux d'intensité de 
fluorescence du récepteur AT2 au niveau du cytosol et du noyau par rapport au contrôle 
(Ang II 10-9 M 5 min: cytosol: 1.74 ± 0.08, noyau: 4.11 ± 0.82; n=4; Ang II 10-9 M 15 
min: cytosol: 1.80 ± 0.15, noyau: 4.60 ± 1.01; n= 3). Après 30 min de traitement, cette 
augmentation devient hautement significative dans le cytosol (22%) et significative dans 
le noyau (52%) (Ang II 10-9 M 30 min: cytosol: 2.18 ± 0.17; p<0.0001, noyau: 6.50 ± 
1.14; p<0.05; n=4). Après 60 min de traitement avec 10-9 M d'Ang II, nous observons un 
retour presque aux valeurs contrôles de l'intensité de fluorescence du récepteur AT 2 au 
niveau cytosol (1.92 ± 0.07, n=4). Par contre, le niveau du récepteur AT2 nucléaire reste 
relativement élevé (6.64 ± 0.55; n=4) par rapport au contrôle. 
Tout comme les CEEDs, nos résultats montrent qu'en condition contrôle 
(cellules non-traitées), récepteur AT2 est localisé au niveau de la membrane plasmique, 
du cytosol et plus particulièrement au niveau du noyau des CEEGs (cytosol: 2.00 ± 0.06, 
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Figure 24 Expérience représentative de l'effet de l' Ang II extracelhdaire su:r la 
mobilisation du récepteur AT2 dans les CEEDs isolées du cœur fœtal humain âgé de 
20 semaines. 
(A) Reconstruction en 3-D (vue d'en haut) d'une CEED non-traitée. Les cellules 
expriment le récepteur AT2 surtout au niveau nucléaire. (Cet E) Reconstruction en 3-D 
d'une CEED montrant l'immunoreactivité du récepteur AT2 suite au traitement avec 
l' Ang II 10·9 M après 30 min et 60 min, respectivement. (G) contrôle négatif effectué en 
incubant les cellules avec 1' anticorps secondaire seul. Après 30 min de traitement avec 
l' Ang II, il y a une augmentation hautement significative de l'intensité de fluorescence du 
récepteur AT 2 au niveau du cytosol et significative au niveau du noyau. Après 60 min de 
traitement, il y a une légère augmentation de l'intensité de fluorescence du récepteur AT 2 
au niveau du noyau mais pas au niveau du cytosol. (B, D, F et H) Délimitation du noyau 
à l'aide du syto-11 des cellules des panneaux A, C, E et G, respectivement. L'échelle de 
pseudocouleur représente l'intensité de fluorescence de l'anticorps du récepteur AT2 
allant de 0 à 255. La couleur dans les panneaux B, D, F et H n'a aucune valeur 
mesurable. L'échelle de mesure en blanc est en µm. 
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Figure 25 Expérience représentative de l'effet de l' Ang H extraceUulaire sur la 
mobilisation du récepteur AT2 dans les CEEGs isolées du cœur fœtal humain âgé de 
20 semaines. 
(A) Reconstruction en 3-D (vue d'en haut) d'une CEEG non-traitée. Les cellules 
expriment le récepteur AT2 au niveau de la membrane plasmique, du cytosol et plus 
particulièrement au niveau du noyau. (C et E) Reconstruction en 3-D d'une CEEG 
montrant l'immunoreactivité du récepteur AT2 suite au traitement avec de l'Ang II 10-9 
M après 30 min et 60 min, respectivement. Après 30 min de traitement, il y a une 
augmentation significative de l'intensité de fluorescence du récepteur AT 2 au niveau du 
cytosol et du noyau tandis qu'après 60 min de traitement, il y a une légère diminution de 
l'intensité de fluorescence du récepteur AT2 au niveau du cytosol et du noyau qui n'est 
pas significative par rapport à 30 min de traitement. (B, D et F) Délimitation du noyau à 
l'aide du syto-11 des cellules des panneaux A, C et E, respectivement. L'échelle de 
pseudocouleur représente l'intensité de fluorescence de l'anticorps du récepteur AT2 
allant de 0 à 255. La couleur dans les panneaux B, D et F n'a aucune valeur mesurable. 









Figure 26 Effet de l' Ang U: ext.raceHulai.re su.r la mobilisation du .récepteur AT 2 
dans les CEEDs et les CEEGs isolées du cœu.r fœtal humain âgé de 20 semaines. 
Au niveau des CEEDs (barres ou histogrammes en couleur rose), l' Ang II à une 
concentration de 10-9 M induit une augmentation de l'immunoréactivité du récepteur AT2 
dans le cytosol et le noyau. Après 30 min de traitement, cette augmentation devient 
hautement significative dans le cytosol et significative dans le noyau tandis qu'après 60 
min de traitement, il y a une légère augmentation de l'intensité de fluorescence du 
récepteur AT 2 au niveau du noyau mais pas au niveau du cytosol. 
Au niveau des CEEGs (barres ou histogrammes en couleur bleue), l' Ang II à une 
concentration de 10-9 M induit une augmentation de l'immunoréactivité du récepteur AT2 
dans le cytosol et le noyau. Cette augmentation devient significative dans les 2 
compartiments cellulaires après 30 min de traitement. Il est à noter qu'après 60 min de 
traitement, l'intensité de fluorescence du récepteur AT 2 a tendance à diminuer surtout au 
niveau nucléaire. (*) comparaison par rapport au contrôle, effet qui n'est pas significatif 
par rapport à 30 min de traitement. * p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001. Les valeurs sont 
présentées en moyenne± ESM. «n>> est le nombre d'expériences indépendantes. 
Effet de I' Ang II extracellulaire (10-9 M) sur la mobilisation du récepteur AT2 
dans les CEEDs (couleur rose) et les CEEGs (couleur bleue) 
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noyau: 5.69 ± 0.67; n=7) (figure 25A). Comme le montre la figure 25 et la figure 26, le 
traitement des CEEGs avec une concentration de 10-9 M d'Ang II pendant 5 à 15 min ri'a 
pas d'effet significatif sur l'intensité de fluorescence du récepteur AT2 par rapport au 
contrôle (Ang II 10-9 M 5 min: cytosol: 1.84 ± 0.07, noyau: 6.65 ± 0.60; n=3; A.ng II 10·() 
M 15 min: cytosol: 2.50 ± 0.42, noyau: 7.11 ± 0.73; n=4). Par contre, après 30 mi!J de 
traitement, il y a une augmentation significative de l'intensité de fluorescence du 
récepteur AT 2 et ceci au niveau des 2 compartiments cellulaires (14% et 71 % au niveau 
du cytosol et du noyau respectivement) (Ang II 10·9 M 30 min: cytosol: 2.29 ± 0.11; 
p<0.05; noyau: 9.75 ± 0.10; p<0.001; n=5). Après 60 min de traitement avec 10-9 M 
d'Ang II, il y a une légère diminution de l'intensité de fluorescence du récepteur AT:; au 
niveau du cytosol et du noyau mais qui n'est pas significative par rapport à 30 min de 
traitement (Ang II 10·9 M 60 min: cytosol: 2.12 ± 0.13, noyau: 7.71±0.38; n=3). 
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IV. DISCUSSION ET CONCLUSIONS 
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L' A.rig II est un octapeptide qui joue un rôle très important dans la médiation des 
actions physiologiques du système rénine-angiotensine (PEACH, 1977; TIMMERJv1ANS 
et al., 1993; KIM et IW AO, 2000). La majorité des études qui portent sur 1' Ang Il ont été 
effectuées au niveau du cerveau, des reins, des glandes surrénales, du cœur et des 
vaisseaux sanguins incluant les cellules endothéliales vasculaires (PEACH, 1977; 
DOS TAL et al., 1994; HOLTZ et GOETZ, 1994; NA V AR et al., 1996; ALLEN et al., 
1998). Au niveau du cœur, la plupart des études concernant l' Ang II ont été effectuées 
sans tenir compte de la contribution de l'endothélium endocardique (EE) à l'effet 
cardiaque de 1' Ang II. Pour cette raison, 1' Ang II circulant et/ou l' Ang II produit 
localement au niveau des CEEs peut agir directement sur les CEEs et ainsi promouvoir la 
sécrétion de plusieurs facteurs dépendant du calcium intracellulaire. De plus, l' Ang II 
produit par les CEEs peut atteindre les myocytes cardiaques et activer les récepteurs à 
l'Ang II et ainsi moduler la fonction cardiaque. Récemment, notre groupe a montré que 
les CEEs fœtales humaines âgées de 20 semaines possèdent non seulement des récepteurs 
au neuropeptide Y (N"'PY) mais aussi le NPY lui-même (SADER, 2002). Par contre, 
seulement les CEEs issues du ventricule droit sont capables de sécréter ce peptide 
(SADER, 2002). L'étude récemment effectuée dans notre laboratoire a clairement 
démontré que même si les CEEs isolées des ventricules droit et gauche possèdent le NPY 
et ses récepteurs, il existe une différence entre ces cellules de différentes origines 
ventriculaires en ce qui concerne les types de récepteurs présents ainsi que leurs 
distributions et leurs contributions à la modulation du Ca2+ intracellulaire de ces cellules 
(SADER, 2002). De plus, nous avons rapporté dans notre laboratoire que les CEEs 
possèdent les récepteurs ETA et ET B et que le récepteur ET 8 participe à l'augmentation 
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du Ca2+ intracellulaire induite par l'ET-1 au niveau des CEEDs (JACQUES et al., 2000). 
Dans cette même étude, nous avons également démontré que l' ET-1 induit une 
augmentation dose-dépendante du Ca2+ cytosolique et nucléaire avec des valeurs d'EC50 
plus faibles au niveau des CEEGs par rapport aux CEEDs (JACQUES et al., 2000). Deux 
autres études rapportent également des différences entre les CEEs isolées des ventricules 
droit et gauche. Ces études ont montré que les CEEs isolées du ventricule gauche du cœur 
de porc adulte libèrent plus de PGh que les CEEs isolées du ventricule droit lorsqu'il y a 
augmentation de la pression transmurale au niveau cardiaque (NOSAKA et al., 1997). De 
plus, l'expression et les sites de liaison du peptide natriurétique sont plus abondants au 
niveau des CEEs isolées du ventricule droit du cœur de rat adulte par rapport aux CEEs 
isolées du ventricule gauche (RIM et al., 1999). 
Dans ce mémoire de maîtrise, nous avons voulu vérifier si comme le NPY et ses 
récepteurs, 1' Ang II et ses récepteurs sont présents au niveau des CEEs isolées du cœur 
fœtal humain âgé de 20 semaines. Nous avons aussi voulu vérifier leurs densités, 
distributions ainsi que leurs effets sur le Ca2+ intracellulaire au niveau des CEEs issues du 
ventricule droit par rapport à celles issues du ventricule gauche. 
4.1. Distribution et expression de i' Ang et des récepteurs AT1 et AT2 au niveau 
des CEEs isolées des ventricules droit et gauche du cœur fœtal humain âgé de 20 
semaines. 
Dans la première partie de cette étude, nos résultats ont démontré la présence de 
l 'AI1g II et de ses récepteurs au niveau des CEEs isolées à partir des ventricules droit et 
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gauche des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semames. L'utilisation de 
l'immunofluorescence indirecte et de la microscopie confocale nous a permis de 
visualiser en 3-D la distribution du peptide et ses récepteurs AT 1 et AT2 ainsi que de 
mesurer leur densité relative dans les différents compartiments cellulaires. 
Nos résultats ont montré que les CEEs issues des ventricules droit et gauche du 
cœur fœtal humain âgé de 20 semaines possèdent le récepteur AT 1. Ces résultats 
suggèrent que comme les cellules endothéliales vasculaires (CEYs) issues de la veine 
ombilicale humaine (DIMMELER et al., 1997), de l'aorte de rat (PUEYO et al., 1996) et 
de bovin (MONTON et al., 1997) ainsi qu'au niveau de l'artère coronaire de rat (STOLL 
et al., 1995), les CEEs ventriculaires humaines possèdent, en général, des récepteurs à 
1' Ang II de type AT 1• Ce récepteur semble être présent non seulement au niveau de la 
membrane plasmique mais aussi au niveau du cytosol et du noyau incluant les 
membranes de l'enveloppe nucléaire. La densité de ce récepteur semble être 
significativement plus élevée au niveau du noyau et ceci dans les CEEDs et les CEEGs. 
De plus, nos résultats suggèrent que la densité du récepteur AT1 est plus élevée au niveau 
du cytosol et du noyau des CEEGs par rapport aux CEEDs et plus particulièrement au 
niveau nucléaire. Nous avons aussi démontré par immunobuvardage western la présence 
de ce type de récepteur au niveau des CEEDs et des CEEGs. 
Nos résultats ont également montré que les CEEDs et les CEEGs possèdent le 
récepteur AT2. Ce type de récepteur semble être présent au niveau de la membrane 
plasmique, du cytosol et plus particulièrement au niveau du noyau incluant les 
membranes de l'enveloppe nucléaire des CEEDs et des CEEGs. Nos résultats suggèrent 
également que la densité relative du récepteur AT 2 est plus élevée au niveau du cytosol et 
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du noyau des CEEGs par rapport aux CEEDs. La présence de ce type de récepteur a été 
confirmée au niveau des CEEDs et des CEEGs par immunobuvardage western. Ces 
résultats suggèrent que comme les CEVs de plusieurs espèces et plus précisément au 
niveau des CEVs de la veine ombilicale humaine (DIMMELER et al., 1997), de l'artère 
coronaire de rat (STOLL et al., 1995) et de l'aorte de bovin (MONTON et al., 1997), les 
CEEs humaines isolées des ventricules droit et gauche possèdent le récepteur à l' Ang II 
de type AT2. 
En utilisant la technique d'immunofluorescence indirecte jumelée à la 
microscopie confocale en 3-D, nos résultats ont également démontré la présence de l' Ang 
II au niveau des CEEs. L' Ang II semble être distribuée de façon homogène dans les 
CEEDs et les CEEGs avec une intensité de fluorescence comparable au niveau du cytosol 
et du noyau. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans plusieurs études 
montrant que les cellules endothéliales (KIFOR et DZAU, 1987; KUSAKA et al., 2000; 
XIAO et al., 2000; COOK et al., 2001) et les CMLVs de rat (HALLER et al., 1996) 
contiennent de 1' Ang II. Il a été suggéré que 1' Ang II présent à l'intérieur de la cellule 
peut provenir de l'internalisation du complexe Ang II/récepteur AT1 ainsi que de la 
translocation nucléaire de ce complexe (VAN KATS et al., 1997; LU et al., 1998; CHEN 
et al., 2000) ou de sa synthèse à l'intérieur des cellules (KIFOR et DZAU, 1987; XIAO et 
al., 2000; KUSAKA et al., 2000). L'origine del' Ang II présent au niveau cytosolique et 
nucléaire n'est pas encore déterminée et doit être clarifiée dans le futur. Par contre, la 
cohabitation de 1' Ang II près de ses récepteurs au niveau des membranes de l'enveloppe 
nucléaire peut suggérer que cet octapeptide peut être disponible pour activer ses 
récepteurs partout où ceux-ci sont présents au niveau des membranes des organites de 1a 
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cellule incluant les membranes nucléaires. Des études récentes au niveau des noyaux 
isolés ont démontré qu'effectivement l' Ang U cytosolique est capable d'activer ses 
récepteurs présents au niveau des membranes de l'enveloppe nucléaire (BK.AIL Y et al., 
2003). D'autres études sont nécessaires afin de confirmer ces résultats au niveau des 
noyaux isolés des CEEs. 
Même si la densité relative de l' Ang II et ses récepteurs au niveau cytosolique 
(incluant la membrane de surface) est relativement faible par rapport au noyau (incluant 
les membranes de l'enveloppe nucléaire), nos résultats ont montré clairement que non 
seulement les récepteurs AT 1 et l' Ang II sont présents au niveau du noyau des CEEs, 
mais aussi les récepteurs AT 2. En effet, la présence du récepteur AT 1 au niveau des 
membranes de 1' enveloppe nucléaire et du noyau a aussi été rapportée dans d'autres types 
cellulaires comme au niveau des cellules du muscle lisse vasculaire (CMLV) de rat 
(HALLER et al., 1996), des CMLVs aortiques humaines (BK.AIL Y et al., 2003a), des 
cardiomyocytes d'embryon de poulet (HKA.ILY et al., 1997) ainsi qu'au niveau des 
noyaux isolés d'hépatocytes de rat (TANG et al., 1992; EGGENA et al., 1993; BOOZ et 
al., 1996) et de CMLVs humaines (BKAILY et al., 2003). De plus, plusieurs groupes ont 
démontré la présence de différents types de récepteurs couplés aux protéines G ainsi que 
leur ligand au niveau du noyau comme les récepteurs à l'ET-1 (BKAILY et al., 1997a; 
2000; 2002; 2003b), les récepteurs EP3 et EP4 à la prostaglandine E2 
(BHATTACHARYA et al., 1999; GOBEIL et al., 2002), les récepteurs au facteur 
activateur de plaquette (PAF) (MARRA.CHE et al., 2002), les récepteurs Y 1 au ~rpy 
(JACQUES et al., 2003), les récepteurs B 1 et/ou B2 à la bradykinine (BKAILY et al., 
1997), les récepteurs kappa aux opiacés (VENTURA et al., 1998) et les récepteurs 
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"parathyroid honnone-related protein" de l'hormone parathyroide (MASSFELDER et al., 
1997). De plus, plusieurs enzymes ou seconds messagers sont présents au niveau du 
noyau comme par exemple la phosphatidylinositol 4-kinase (PLK) (PA YRASTRE et al., 
1992), la diacylglycerol kinase (PAYRA.SIRE et al., 1992; BREGOLI et al., 2001), la 
phospholipase C (PLC) (PA YRASTRE et al., 1992, YORK et al., 1999), la protéine 
kinase C (LEACH et RABEN, 1993; VENTURA et al., 2003), la phosphoiipase D (PLD) 
(BALDASSi\.R.E et al., 1997) ainsi que COX-1 et COX-2 (SPENCER eî al., 1998). Il a 
été également rapporté la présence de pompes et canaux ioniques au niveau des 
membranes de l'enveloppe nucléaire comme par exemple les récepteurs à la ryanodine, à 
l'IP3 et l'IP4, pompe Ca
2+-ATPase, échangeur Na+/Ca2+ et des canaux ioniques de type R 
(WICKMAN et CLAPHAM, 1995; GERASIMENKO et al., 1996; BKAILY, 1994; 
BKAILY et al., 1997; XIE et al., 2002). Donc le noyau semble être une cellule à 
l'intérieur d'une cellule qui possède certains types de canaux ioniques, échangeurs, 
pompes, récepteurs, seconds messagers et enzymes dépendamment du type cellulaire 
(BKAIL Y et al., 2003). 
Malgré les similarités qui existent entre les récepteurs de la membrane plasmique 
et les récepteurs nucléaires, plusieurs études ont rapporté aussi des différences. Par 
exemple, Tang et al. (1992) ont rapporté que la liaison de 1' Ang II au récepteur AT i au 
niveau des noyaux isolés d'hépatocytes de rat atteint l'équilibre après 30 min à 25°C 
comparée à 10 min à 25°C pour sa liaison au niveau du récepteur AT1 de la membrane 
plasmique, le pH optimal étant de 7.0 pour la liaison au niveau nucléaire et de 8.0 au 
niveau de la membrane plasmique. De plus, Booz et al. (1992) ont montré qu'à 18°C, la 
liaison de 1' Ang II au récepteur AT 1 atteint l'équilibre après 120 min au niveau des 
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noyaux isolés d'hépatocytes de rat par rapport à 25 min pour le récepteur AT1 au niveau 
de la membrane plasmique, et que l'affinité de la liaison del' Ang II est plus élevée pour 
le récepteur AT1 présent au niveau du noyau par rapport à celui présent au niveau de la 
membrane plasmique. De même, Bkaily et al. (2000; 2002) ont rapporté que les 
récepteurs à l'endothéline-1 au niveau nucléaire sont dix fois plus sensibles à l'ET-1 que 
les récepteurs présents au niveau de la sarcolemme des cardiomyocytes d'embryon de 
poulet et des cellules du muscle lisse vasculaire humain. D'une façon similaire, Gobeil et 
al. (2002) ont démontré que les effets véhiculés par l'activation du récepteur EP3 au 
niveau nucléaire sont différents de ceux observés par l'activation de ce même récepteur 
au niveau de la membrane de surface et que ces récepteurs ne sont pas couplés aux 
mêmes voies de signalisation, les récepteurs EP3 présents au niveau de la membrane 
plasmique étant couplés à 1'adénylyl cyclase et les récepteurs EP3 nucléaires ne l'étant 
pas. De plus, Marrache et al. (2002) ont montré que contrairement aux récepteurs au 
PAF présents au niveau de la membrane plasmique, les récepteurs au PAF présents au 
niveau nucléaire sont sensibles à la toxine de pertussis. Il a été aussi rapporté que 
l'activation des récepteurs des membranes de l'enveloppe nucléaire peut avoir un effet 
direct sur le noyau. Par exemple, Eggena et al. (1993) ont montré que le récepteur AT1 
est présent au niveau des noyaux isolés d'hépatocytes de rat et que sa stimulation par 
l' Ang II induit spécifiquement l'expression de 1' Afu"l\Jm de la rénine et de 
l'angiotensinogène d'une façon dose-dépendante, indiquant que ce récepteur est 
fonctionnel. De plus, il a été rapporté que 1' activation des récepteurs nucléaires de l 'ET-1 
(BKAIL Y et al., 2002) et du récepteur nucléaire AT 1 de l' Ang II (BK.AIL Y et al., 1997) 
au niveau des cardiomyocytes d'embryon de poulet ainsi que du récepteur ET 8 nucléaire 
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(BKAILY et al., 1997; 2003b) au niveau des cellules du muscle lisse vasculaire humain, 
cause une augmentation du [Ca]n libre due à la mobilisation du Ca2+ nucléoplasmique 
probablement via une voie dépendante de l'IP3 (BKAILY, 2000) ou à l'activation du 
canal calcique de type R présent au niveau du noyau (BK.AIL Y, 1994). De même, Gobeil 
et al. (2002) ont rapporté que le récepteur EP3 de la prostagiandine présent au niveau des 
membranes nucléaires des cellules endothéliales des microvaisseaux cérébraux de porc 
induit l'expression de la eNOS par la PGE2 dans ces cellules impliquant l'activation des 
canaux K+ dépendant du Ca2+, la phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3 kinase), la M . .\? 
kinase kinase (MEK) et la voie de 1'1~-KB. De plus, Marrache et al. (2002) ont montré 
que la stimulation des récepteurs PAF présents au niveau des noyaux isolés des cellules 
endothéliales des microvaisseaux cérébraux de porc cause une diminution dans la 
production de 1' AMPc, une augmentation de [Ca]n qui est sensible à la toxine de 
pertussis, induit l'expression de gènes proinflammatoires comme la NOS inductible et la 
cyclooxygénase-2 (COX-2), provoque une augmentation dans le niveau de la 
phosphorylation des kinases régulées par signal extracellulaire 1 et 2 (ERK 1/2) ainsi 
qu'une augmentation dans la liaison de NF-KB à l' ADN. Toutes ces études suggèrent que 
les récepteurs présents au niveau du noyau incluant les récepteurs à l' Ang II sont 
fonctionnels et que ceux-ci partagent des similarités et des différences avec les récepteurs 
présents au niveau de la membrane plasmique. Ils semblent aussi capables d'activer 
différentes voies de signalisation et ce dans différents types cellulaires. Des études 
additionnelles sont nécessaires afin de déterminer les fonctions possibles des récepteurs 
AT1 et AT2 nucléaires au niveau des CEEs. 
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De façon générale, plusieurs fonctions ont été attribuées aux récepteurs AT 1 et 
AT2. Il est bien connu que le récepteur AT1 véhicule tous les effets classiques del' Ang II 
comme par exemple l'élévation de la pression sanguine, la vasoconstriction, 
l'augmentation de la contractilité cardiaque, le relâchement de l'aldostérone des glandes 
surrénales, le relâchement des catécholamines des terminaisons nerveuses et l'absorption 
du sodium et de l'eau (pour revue, voir TIMMER.\i1ANS et al., 1993). Quant au récepteur 
AT2, il a été rapporté qu'il est fortement exprimé durant le développement fœtal et plus 
spécifiquement au niveau du mésenchyme non-différentié de l'intestin et de l'estomac, du 
tissu conjonctif, du diaphragme, de la langue (GRADY et al., 1991), du derme, de 
l'épiderme (GRADY et KALINY AK, 1993), ainsi que dans la glande surrénale, l'aorte, 
le rein et dans certaines régions du cerveau telles le cervelet, l'olive inférieure, et le locus 
coeruleus (DE GASP ARO, 2002). Cependant, son expression diminue rapidement après 
la naissance (GR.ADY et al., 1991; MATSlJBARA, 1998; HORillCHI et al., 1999; DE 
GASP A. .... RO, 2002), suggérant que le récepteur AT 2 joue un rôle important durant le 
développement foetal. Chez le mammifère adulte, ce récepteur est exprimé dans certains 
tissus tels le cerveau (MILLAN et al., 1991; JOHREN et al., 1996), le cœur (SAJ.\1YN et 
al., 1998; WANG et al., 1998), les reins et les glandes surrénales (BREAULT et al., 
1996). Afin de vérifier si la présence du récepteur AT2 dans nos cellules est due au stade 
du développement embryonnaire, et n'ayant pas accès à des cellules endothéliales 
endocardiques adultes humaines, nous avons démontré la présence du récepteur AT 2 au 
niveau des CEEDs et des CEEGs isolées à partir du cœur de rat adulte suggérant ainsi 
qu'à 20 semaines embryonnaires nos CEEs sont comparables aux CEEs adultes. De plus, 
plusieurs études ont montré que le récepteur AT2 aurait un effet antiproliférateur. Stoll et 
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al. (1995) ont montré que les cellules endothéliales isolées de l'artère coronaire de rat 
expriment les récepteurs AT1 et AT2 et que le récepteur AT2 inhibe la prolifération 
cellulaire véhiculée via le récepteur AT 1• De même, d'autres études ont montré que la 
stimulation du récepteur AT 2 inhibe la synthèse de 1' ADN et la prolifération cellulaire 
véhiculées via le récepteur AT 1 au niveau des myocytes (BOOZ et BAKER, 1996) et des 
fibroblastes (VAN KESTEREN et al., 1997; OHKUBO et al., 1997) isolés des cœurs de 
rats nouveau-nés. Dans ce processus, l'activation du récepteur AT 2 cause une diminution 
dans l'activité de ERK causée par l'activation de la ERK phosphatase-1 (MKP-1) 
(MARIC et al., 1998). De plus, des études ont montré l'effet proapoptotique du récepteur 
AT2. Horiuchi et al. (1997) ont rapporté que ERK.joue un rôle critique dans l'inhibition 
de l'apoptose dans la lignée cellulaire PC12W en phosphorylant la protéine anti-
apoptotique Bcl-2 et que le récepteur AT2 inhibe l'activation de ERK, résultant ainsi dans 
l'inactivation de Bcl-2 et l'induction de l'apoptose. De même, au niveau des cellules 
endothéliales de la veine ombilicale humaine, Dimmeler et al. (1997) ont montré que la 
stimulation du récepteur AT 2 par l' Ang II cause l'apoptose via l'activation de la caspase-
3, une caspase effectrice. De plus, il est bien documenté dans la littérature que le 
récepteur AT 2 antagonise les effets du récepteur AT 1. Par exemple, la réduction dans la 
taille de l'infarctus chez le porc induite par le blocage du récepteur AT i se produit via 
une cascade de signalisation impliquant l'activation du récepteur AT 2 (JALOWI et al., 
1998). Chez les rats souffrants d'infarctus du myocarde, les effets bénéfiques de 
l'antagoniste du récepteur AT1, le L158809, sur l'hypertrophie des myocytes sont 
supprimés par l'administration intraveineuse simultanée de l'antagoniste du récepteurs 
AT2, le PD123319 (LIU et al., 1997). D'une façon similaire, chez le hamster 
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cardiomyopathique, les récepteurs AT 2 antagonisent la progression de la fibrose au 
niveau du myocarde induite par le récepteur Aîi (OHKUBO et al., 1997). De plus, des 
études sur des animaux transgéniques clarifient davantage l'interaction entre ces 2 types 
de récepteurs. Par exemple, les souris "knock-out" pour le gène du récepteur AT 2 
manifestent une augmentation significative dans leur pression sanguine de base (HEIN et 
al., 1995; ICHIKI et al., 1995) alors que la surexpression de ce type de récepteur au 
niveau du cœur chez la souris diminue les effets chrono tropes positifs de l' Ang II et ses 
effets sur l'augmentation de la pression sanguine véhiculés via le récepteur AT 1 
(MASAKI et al., 1998). 
Ainsi, la présence des récepteurs AT1 et AT2 au niveau de la membrane plasmique 
et des membranes de l'enveloppe nucléaire ainsi que del' Ang II au niveau du cytosol et 
du noyau des CEEs pourrait expliquer en partie le rôle important de ces récepteurs dans 
la médiation des effets de l' Ang II dans plusieurs fonctions cellulaires (BOOZ et al., 
1992; TANG et al., 1992; HALLER et al., 1996; BKAIL Y et al., 1997). 
4.2. Effet de I' Ang II sur les niveaux de [Ca]c et de [Ca] 11 des CEEs isolées des 
ventricules droit et gauche du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines et type de 
récepteur responsable de cet effet 
Dans la deuxième partie de notre étude, nous avons étudié l'effet de l'Ang II sur 
les niveaux calciques cytosolique et nucléaire des CEEDs et des CEEGs des cœurs 
fœtaux humains âgés de 20 semaines. Nos résultats montrent que 1' Ang II induit une 
augmentation dose-dépendante du [Ca]c et du [Ca]n. En accord avec ces résultats, 
133 
plusieurs groupes ont rapporté que l' Ang II induit une augmentation soutenue et dose-
dépendante du calcium intracellulaire libre au niveau de différents types cellulaires tels 
les cellules endothéliales de l'artère ombilicale humaine (KO et al., 1997), les cellules 
épithéliales du sein d'origine adulte humaine (GRECO et al., 2002), les cardiomyocytes 
de rat adulte (SHAO ei al., 1998), et les cellules du muscle lisse vasculaire humain 
(BKAIL Y et al., 2002). Pour les CEEDs, les valeurs de EC50 obtenus pour le cytosol et le 
noyau sont de l'ordre de 10-12 M, tandis que pour les CEEGs, les valeurs de EC50 obtenus 
pour le cytosol et le noyau sont de l'ordre de 10-13 M suggérant que les CEEGs sont plus 
sensibles à 1' Ang II que les CEEDs. Des différences dans l'effet de l'ET-1 (JACQUES et 
al., 2000) et du N"PY (SADER, 2002) sur les niveaux de [Ca]c et [Ca]n entre les CEEDs et 
les CEEGs âgées de 20 semaines ont aussi été rapportées par notre groupe. Le fait que les 
valeurs des EC50 cytosolique et nucléaire sont similaires que ce soit dans les CEEDs ou 
dans les CEEGs, suggère que l'augmentation du [Ca]n est en grande partie la 
conséquence de l'augmentation du [Ca]c (BKAILY et al., 1996; 1997). Nos résultats 
démontrent également qu'une concentration d'Ang II de l'ordre de 10-17 M est capable 
d'induire une augmentation du [Ca]c et du [Ca]n à la fois dans les CEEDs et les CEEGs, 
suggérant que ces cellules sont extrêmement sensibles à l' Ang II comme il a été rapporté 
pour le NPY (JACQUES et al., 2003). De plus, il semble que ce peptide semble jouer un 
rôle important dans la régulation de l'homéostasie calcique des CEEs. Nos résultats 
suggèrent également que l'augmentation du [Ca]i par l' Ang II peut contribuer au 
relâchement des médiateurs cardioactifs pouvant affecter non seulement la contractilité 
cardiaque (BRUSAERT et ANDRIES, 1992; SHAH, 1996) mais aussi l'excitation-
sécrétion des CEEs (JACQUES et al., 2003). Par exemple, il a été démontré que 
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l'augmentation du [Ca]i est l'élément clé qui déclenche des cascades d'évènements 
nécessaires à la production du NO (GRAIER et al., 1992; PARTON, 1996, MICHEL et 
al., 1997; PRABHA.KAR et al., 1998), de la PGI2 (CLARK et al., 1995; PATEL et al., 
1996), de l 'ET-1 (Bkaily et al., 2003 ), du :Nl'Y (JACQUES et al., 2003) ainsi qu'au 
relâchement des facteurs tels que le facteur von WiHbrand (BIRCH et al., 1992). 
Nos résultats ont montré que l'antagoniste non-peptidique sélectif du récepteur 
AT 1, le losartan, bloque l'effet de LA.ng II sur l'augmentation du [Ca]i au niveau des 
CEEDs et des CEEGs. Ces résultats suggèrent qu'en général l'effet de l' Ang II sur la 
[Ca]i dans les CEEs est véhiculé principalement via l'activation du récepteur AT 1, 
puisque le traitement de nos cellules avec 10-7 M de losartan a complètement prévenu 
l'augmentation du [Ca]c et du [Ca]n induite par l'Ang Il. De plus, le traitement de nos 
cellules avec 10-7 M de l'antagoniste non-peptidique sélectif du récepteur AT2, le 
PD123319, n'a pas pu prévenir l'augmentation du [Ca]c et du [Ca]n par l'Ang II au 
niveau des CEEDs et des CEEGs. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par 
d'autres groupes qui ont montré que l'activation du récepteur AT 1 est responsable de 
l'augmentation du [Ca]i dans certains types cellulaires comme les èellules endothéliales 
de l'artère ombilicale humaine (KO et al., 1997) et les cellules épithéliales du sein 
d'origine fœtale humaine (GRECO et al., 2002). Cependant, Shao et al. (1998) ainsi que 
El-Bizri (2001) ont rapporté que les 2 types de récepteurs à l'Ang II, les récepteurs AT1 
et AT2, sont responsable de l'augmentation du [Ca]i dans les cardiomyocytes de rat adulte 
(SHAO et al., 1998) ainsi que de l'embryon de poulet et fœtal humain âgé de 20 
semaines (EL-BIZRI, 2001). Le fait que l'augmentation du [Ca]i induite par l' Ang II est 
véhiculée par les récepteurs AT 1 et AT2 dans les cardiomyocytes adultes (SHAO et al., 
1998) et fœtaux humains (EL-BIZRI, 2001) et que, dans les CEEs fœtales humaines, 
celle-ci est véhiculée uniquement via l'activation du récepteur AT 1 suggère que 
l'absence d'effet de l'activation des récepteurs AT2 sur le [Ca]i des CEEs n'est pas due à 
leur origine fœtale mais plutôt au type cellulaire. Il est donc difficile de généraliser sur le 
rôle du récepteur AT2 dans la régulation du [Ca]i et il semble que l'augmentation du [Ca]c 
et du [Ca ]n par l' Ang II peut être véhiculée par le récepteur AT 1 et/ ou AT 2 
dépendamment du type cellulaire étudié. 
4.3. Effet de I' Ang II sur la mobilisation des récepteurs AT 1 et AT 2 au niveau des 
CEEs isolées des ventricules droit et gauche du cœur fœtal humain âgé de 20 
semaines. 
Dans la dernière partie de notre étude et afin de confirmer davantage qu'une 
différence existe entre les CEEs droites et gauches, nous avons étudié l'effet d'un 
prétraitement à l' A.11g II sur la mobilisation des récepteurs AT 1 et AT 2 des CEEDs et des 
CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains de 20 semaines. Nos résultats suggèrent qu'au 
niveau des CEEDs, 1' Ang II extracellulaire (10-9 M) induit une mobilisation du récepteur 
AT 1• Par contre, cette mobilisation des récepteurs AT 1 par l 'Ang II semble être différente 
dans les CEEDs par rapport aux CEEGs. En effet, la mobilisation des récepteurs AT 1 
dans les CEEDs est associée à une augmentation de la densité relative de ce type de 
récepteur au niveau cytosolique et nucléaire. Cette augmentation des récepteurs AT 1 peut 
être due en partie à la synthèse de novo de ce type de récepteur comme il a été démontré 
dans les CML Vs aortiques humaines (BK.AIL Y et al., 2003a). Par contre, à l'opposé des 
CEEDs, la mobilisation des récepteurs AT1 dans les CEEGs est suivie par une diminution 
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de la densité relative de ce type de récepteur au niveau cytosolique et nucléaire. Cet effet 
peut être dû à la dégradation de ce type de récepteur une fois qu'il est mobilisé pari' Ang 
Il est à noter que l'effet de l'.Ang II sur le niveau des récepteurs AT 1 dans les CEEDs 
et les CEEGs atteint une valeur maximale à 30 min de l'ajout de l' Ang II et à 60 min, il 
semble que le niveau de ce type de récepteur retourne vers des valeurs près du niveau du 
contrôle. Ces résultats suggèrent davantage qu'une différence existe entre les CEEDs et 
les CEEGs en ce qui concerne les mécanismes responsables de la mobilisation, la 
dégradation et la synthèse de nova des récepteurs AT 1• Les mécanismes impliqués dans 
ces processus restent à explorer. De plus, il est possible que les changements observés 
peuvent être dus, en partie, à une variation dans la polarité focalisée dans certains 
compartiments subcellulaires tel le noyau. Cette possibilité doit être vérifiée dans le futur. 
Il est difficile d'extrapoler à partir de nos résultats si l'augmentation de la densité des 
récepteurs AT 1 dans les CEEDs est associée à une synthèse de novo de ce type de 
récepteur et si la diminution des récepteurs AT 1 dans les CEEGs est associée à une 
dégradation de ce type de récepteur. Ces hypothèses doivent être vérifiées dans le futur 
en utilisant des bloqueurs de la synthèse protéique comme la cycloheximide ou la 
puromycine, des bloqueurs des pores nucléaires comme la thapsigargine, en stimulant la 
transcription en augmentant le nombre de nucléotides (NTPs) et en utilisant des 
bloqueurs de protéasomes tels le N-acétyl-L-leucinyl-L-leucinal-L-norleucinal, la 
lactacystine et la béta-lactone. Ces expériences seront effectuées en utilisant les 
techniques d'immunofluorescence et d'immunobuvardage western. De plus, il serait 
intéressant d'étudier la demie-vie des récepteurs AT1 et AT2. De plus, nos résultats 
semblent suggérer que la synthèse de novo ainsi que la dégradation des récepteurs AT 1 
137 
peuvent avoir lieu non seulement au niveau cytosolique mais aussi au niveau nucléaire. 
Une telle suggestion a été démontrée récemment dans les CMLVs aortiques humaines 
(BKAILY et al., 2003a). Nos résultats suggèrent aussi que comme pour les récepteurs 
AT 1, l'activation des récepteurs AT 2 dans les CEEDs induit une mobilisation de ce 
récepteur ainsi qu'une augmentation transitoire de sa densité relative qui est très évidente 
au niveau nucléaire et à 30 min en présence de l' Ang II. Par contre, à l'opposé des 
récepteurs AT i, l'activation du récepteur AT 2 des CEEGs semble induire non seulement 
la mobilisation de ce type de récepteur mais aussi une augmentation transitoire qui a lieu 
d'une façon évidente au niveau nucléaire et à 30 min en présence de l'agoniste. Ces 
résultats suggèrent 1- comme le récepteur AT 1, l'activation du récepteur AT 2 peut 
induire sa mobilisation et peut-être sa translocation et sa synthèse de novo au niveau 
cytosolique et nucléaire; 2- la translocation au niveau nucléaire du récepteur AT 1 peut 
être facilitée par la présence du motif du signal de localisation nucléaire (NLS) présent 
dans ce type de récepteur; par contre, les mécanismes de translocation nucléaire du 
récepteur AT2 restent à déterminer; 3- la dégradation des récepteurs AT1 et AT2 mobilisés 
peut avoir lieu non seulement au niveau du cytosol mais aussi au niveau du noyau; 4- la 
synthèse de nova peut avoir lieu au niveau du noyau; 5- la cinétique de mobilisation, 
dégradation et probablement de recyclage ainsi que de synthèse de nova des récepteurs 
AT1 et AT2 semble être similaire (maximale à 30 min). Ceci suggère que probablement 
les mécanismes impliqués dans ces processus peuvent être similaires. Par contre, puisque 
la mobilisation des récepteurs AT 1 est associée à une augmentation transitoire des 
niveaux de ce type de récepteur dans les CEEDs et lliïe diminution transitoire dans les 
CEEGs tend à suggérer qu'une différence peut exister entre les CEEDs et les CEEGs au 
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niveau de 1a colocalisation de l'enzyme responsable de la dégradation du récepteur et/ou 
une différence dans la cinétique de synthèse et de recyclage de ce type de récepteur. Ces 
points doivent être étudiés dans le futur. Bien que nos résultats ont montré que 
l'activation des récepteurs AT1 module le Ca2+ intracellulaire, reste que le rôle du 
récepteur AT2 dans la fonction des CEEDs reste à découvrir. Il est possible que ce type 
de récepteur peut être impliqué probablement dans la survie et/ou le cycle cellulaire des 
CEEs. Ceci reste à explorer. 
En conclusion, nos résultats démontrent que : 1) les cellules endothéliales 
endocardiques isolées à partir des cœurs fœtaux humains de 20 semaines contiennent de 
l'Ang II et possèdent les récepteurs AT 1 et AT2; 2) le récepteur AT1 est présent au niveau 
de la membrane de surface, du cytosol et du noyau incluant les membranes de 
l'enveloppe nucléaire avec une densité significativement plus élevée au niveau nucléaire 
et ceci au niveau des CEEDs et des CEEGs; 3) la densité du récepteur AT 1 au niveau du 
cytosol et du noyau est plus élevée au niveau des CEEGs par rapport aux CEEDs; 4) le 
récepteur AT2 est présent au niveau de la membrane de surface, du cytosol et du noyau 
incluant les membranes de l'enveloppe nucléaire avec une densité significativement plus 
élevée au niveau nucléaire et ceci au niveau des CEEDs et des CEEGs; 5) la densité du 
récepteur AT2 au niveau du cytosol et du noyau est plus élevée au niveau des CEEGs par 
rapport aux CEEDs; 6) la présence du récepteur AT2 au niveau de nos cellules n'est pas 
due au stade du développement embryonnaire de nos cellules car· les CE Es de rat adulte 
l'expriment d'une façon similaire; 7) l'Ang II est distribué d'une façon homogène dans le 
cytosol et le noyau des CEEDs et des CEEGs; 8) l'intensité de fluorescence de l' Ang II 
au niveau du cytosol et du noyau est similaire dans les CEEDs et les CEEGs; 9) 1' Ang II 
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induit une augmentation dose-dépendante de la concentration du [Ca]c et [Ca]n à la fois 
dans les CEEDs et les CEEGs qui est véhiculée via l'activation du récepteur AT1; l 0) les 
CEEGs sont plus sensibles à l' Ang II que les CEEDs et finalement 11) le prétraitement 
des CEEDs et des CEEGs avec l' Ang II peut induire la synthèse de nova et/ou la 
dégradation des récepteurs AT 1 et AT 2 dans nos cellules. Ces résultats démontrent que 
non seulement l 'Ang II augmente le Ca2+ intracellulaire des CEEs et ainsi peut moduler 
l'excitation-sécrétion de ces cellules, mais aussi montrent qu'une différence entre les 
CEEDs et les CEEGs existe au niveau non seulement de la distribution des récepteurs à 
l' Ang II mais aussi de la sensibilité à 1' Ang II ainsi que le profil et le taux de 
mobilisation, de dégradation et probablement de synthèse de nova de ses récepteurs. Pour 
toutes ces raisons, nos résultats démontrent qu'on ne peut pas généraliser sur les 
propriétés pharmacologiques et fonctionnelles des CEEs et que l'on doit tenir compte de 
l'origine anatomique des CEEs. Il est clair que ce travail a répondu à certaines questions 
fondamentales concernant l' Ang Il et ses récepteurs au niveau des CEEs. Par contre, ce 
travail représente un pavé qui marque le début d'un chemin en suscitant des questions 
extrêmement importantes qui attendent d'être explorées. 
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